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INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
I.1. LAS BACTERIAS LÁCTICAS 
I.1.1. Características generales 
Las bacterias lácticas constituyen un grupo de microorganismos de gran importancia desde el 
punto de vista aplicado, ya que son los componentes fundamentales de muchos de los cultivos 
iniciadores utilizados en la industria alimentaria. Participan en la transformación primaria, y en 
muchos casos en la maduración, de una gran variedad de alimentos fermentados donde se 
incluyen, entre otros, derivados lácteos, vegetales y cárnicos, productos de panadería, bebidas 
alcohólicas y también ensilados (Gilliland, 1986). En ellos producen cambios estructurales y 
sensoriales que aumentan el valor añadido de la materia prima. 
Las bacterias lácticas se definen como microorganismos Gram positivos, generalmente 
inmóviles, no esporulados, no pigmentados y no reductores de nitratos. Tampoco licúan la 
gelatina y no producen indol ni ácido sulfhídrico. Son anaerobios aerotolerantes ya que, aunque 
en general carecen de catalasa, poseen peroxidasas y superóxido dismutasas que destruyen, 
respectivamente, el H2O2 y el O2- que se forman en condiciones de aerobiosis. 
La mayoría de las bacterias lácticas sólo pueden obtener energía a partir de azúcares y otros 
compuestos relacionados. Debido a su limitada capacidad biosintética son muy exigentes 
nutricionalmente y requieren factores de crecimiento complejos como aminoácidos, vitaminas, 
purinas y pirimidinas (Dellaglio et al., 1994). 
Estos microorganismos forman un grupo muy heterogéneo, cuya característica aglutinadora es la 
generación de cantidades apreciables de ácido láctico como principal producto de su 
metabolismo fermentativo (Orla-Jensen, 1919). Comprenden los cuatro géneros tradicionales: 
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Streptococcus (actualmente subdividido en Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus y 
Enterococcus), Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus, a los que se han añadido otros como: 
Weissella, Oenococcus, Atopobium, Alloicoccus, Aerococcus, Tetragenococcus y 
Carnobacterium. Las bacterias lácticas pertenecen a la subdivisión Clostridium de las 
eubacterias Gram positivas (contenido en G+C inferior al 50%). La comparación de secuencias 
de ARNr-16S ha permitido esclarecer las relaciones filogenéticas entre estos microorganismos, 
poniendo de manifiesto una gran heterogeneidad que se encuentra, mayoritariamente, dentro de 
los géneros Lactobacillus y Leuconostoc (Schleifer et al., 1995). 
Uno de los rasgos fisiológicos más característicos de las bacterias lácticas es su tolerancia al 
ácido como consecuencia obligada de su metabolismo, lo cual les ofrece una gran ventaja 
selectiva para desarrollarse en los hábitats donde se encuentran. Algunas especies aparecen 
asociadas a material vegetal. Otras forman parte de la microbiota normal del cuerpo de los 
animales, encontrándose en los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario, donde ejercen un 
papel beneficioso ya que antagonizan la colonización por patógenos, mejoran la digestibilidad de 
ciertos alimentos y actúan, probablemente, como coadyuvantes inmunológicos (Gilliland, 1990). 
Otro de los hábitats a los que comúnmente se asocia a las bacterias lácticas son la leche y sus 
derivados, y el conjunto de alimentos fermentados citados anteriormente. 
Las actividades metabólicas de las bacterias lácticas no sólo contribuyen al desarrollo de las 
características organolépticas y reológicas de los alimentos fermentados sino que, además, 
permiten preservar el valor nutritivo y la salubridad de la materia prima, proporcionando un 
producto agradable al consumidor y generando en él un ambiente poco favorable para el 
desarrollo de patógenos y otros microorganismos que pudieran alterarlos. 
Así pues, las bacterias lácticas y los productos de su metabolismo han sido consumidos, desde 
tiempos prehistóricos, a través de los alimentos fermentados. Esta circunstancia, unida al hecho 
de que sólo muy raramente se les ha asociado a procesos patológicos (Gasser, 1994), ha 
contribuido a su designación como bacterias “seguras” o GRAS (Generally Recognized As 
Safe). 
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I.1.2. Potencial antimicrobiano de las bacterias lácticas 
Bajo el término antibiosis se engloban todas aquellas asociaciones entre microorganismos en las 
que al menos uno de ellos se ve desfavorecido (Babel, 1977). 
Las primeras observaciones de antibiosis microbiana realizadas por Pasteur y Joubert (1877) 
permitieron vislumbrar la posibilidades terapéuticas de los fenómenos de antagonismo. 
Posteriormente, Rogers (1928) identificó una sustancia de naturaleza peptídica (nisina), 
producida por Str. lactis, que inhibía a microorganismos Gram positivos, incluyendo patógenos y 
alterantes de alimentos. Debido a que la cepa productora era utilizada como cultivo iniciador en 
la producción de derivados lácteos se plantearon nuevas aplicaciones, no sólo con fines 
terapéuticos, del antagonismo microbiano. De hecho, la fermentación -proceso de 
transformación biológica de los alimentos- es una de las técnicas más antiguas utilizadas para 
aumentar el período de consumo de alimentos perecederos (Mckay y Baldwin, 1990). De las 
muchas especies microbianas que se encuentran inicialmente en el alimento crudo o materia 
prima, solamente unas pocas están dotadas de las capacidades fisiológicas necesarias para 
multiplicarse masivamente en las condiciones concretas que ofrece el alimento y el medio 
ambiente que se genera. Así pues, las bacterias lácticas llegan a proliferar en la mayoría de estos 
hábitats, constituyendo un claro ejemplo de antagonismo microbiano. 
La capacidad de producir grandes cantidades de ácidos (láctico, acético) por fermentación de los 
carbohidratos presentes y la consecuente caída del pH son los factores primarios en los que se 
basa la actividad antimicrobiana de las bacterias lácticas. Este efecto es muy importante ya que 
los hábitats de estas bacterias, en especial los alimentos sin elaborar, poseen una alta actividad 
de agua y son muy ricos en nutrientes, por lo que la proliferación bacteriana se ve muy 
favorecida (Daeschel, 1989). Los ácidos lipofílicos son capaces de atravesar la membrana 
plasmática en su forma no disociada e interferir con las funciones básicas del metabolismo 
celular, disminuyendo el pH interno de la célula. Así se explica el amplio rango de 
microorganismos inhibidos, con la única excepción de los organismos acidodúricos como 
levaduras, mohos y las propias bacterias lácticas. 
Sin embargo, el complejo sistema antagonista de las bacterias lácticas no sólo se basa en la 
producción de ácidos sino que también participan activamente otros metabolitos inhibitorios que, 
a pesar de ser sintetizados en menor cantidad, contribuyen significativamente a los fenómenos de 
antibiosis. Entre ellos cabe destacar la producción de H2O2 y otros derivados del metabolismo 
del O2 (O
-
2, OH·), CO2, compuestos aromáticos (diacetilo, acetaldehído), derivados 
deshidratados del glicerol (reuterina), benzoato, enzimas bacteriolíticos, bacteriocinas y 
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antibióticos, así como otros compuestos inhibitorios peor definidos o sin identificar (Lindgren y 
Dobrogosz, 1990; Piard y Desmazeaud, 1991, 1992). Por otro lado, la competencia por sustratos 
esenciales, la acumulación de D-aminoácidos, el descenso del potencial de óxido-reducción y la 
coagregación también participan activamente en la acción inhibitoria (de Vuyst y Vandame, 
1994). 
Han sido muchas las estrategias desarrolladas por la industria alimentaria para explotar 
convenientemente el potencial antimicrobiano de las bacterias lácticas en todas sus facetas 
(Babel, 1977; Lingred y Dobogrosz, 1990). Actualmente, existe un creciente interés por la 
utilización de las bacteriocinas como agentes antimicrobianos. La producción de estas sustancias 
inhibitorias de naturaleza proteica parece ser un fenotipo muy extendido dentro de las bacterias 
lácticas y se ha establecido, en muchas ocasiones, su implicación directa en la inhibición 
específica de microorganismos patógenos y/o alterantes asociados a los alimentos (Pucci et al., 
1988; Berry et al., 1990; Ruiz-Barba et al.,1994; Yang y Ray, 1994). 
 
 
I.2. BACTERIOCINAS DE BACTERIAS LÁCTICAS 
I.2.1. Antecedentes históricos: definición 
Las bacteriocinas son sustancias antimicrobianas de naturaleza peptídica y activas, 
generalmente, frente a microorganismos relacionados taxonómicamente con la especie 
productora (Tagg et. al., 1976). Se describieron por primera vez en Escherichia coli (Gratia, 
1925) y, posteriormente, en bacterias Gram positivas (Jacob et al., 1953; Tagg et al., 1976). 
Las colicinas (Pugsley, 1984 a, b), bacteriocinas producidas por E. coli, han sido estudiadas en 
profundidad. Estas bacteriocinas se caracterizan no sólo por su naturaleza proteica y su acción 
bactericida restringida, en la mayor parte de los casos, a cepas de la misma especie sino que, 
además, necesitan receptores celulares específicos para ejercer su acción, habitualmente tienen 
codificación plasmídica y su biosíntesis está asociada a la muerte de la célula productora. 
Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas constituyen un grupo estructural y 
funcionalmente más amplio y muy heterogéneo. Existe una gran diversidad en cuanto a su 
tamaño y al número de subunidades que componen la molécula activa, su espectro de inhibición 
puede ser en ocasiones bastante amplio, no siempre requieren de receptores específicos para su 
acción bactericida y sus determinantes genéticos pueden localizarse tanto en el cromosoma como 
en plásmidos (Tagg et al., 1976; Monteville y Kaiser, 1993; Jack et al., 1995). 
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Todo ello ha llevado a redefinir el concepto de bacteriocina como agentes antimicrobianos de 
naturaleza peptídica cuya síntesis no es letal para la célula productora (Konisky, 1982). 
Dentro de las bacterias Gram positivas, las bacterias lácticas son un grupo especialmente rico en 
cepas productoras de bacteriocinas. Desde el descubrimiento de la nisina (Rogers, 1928) hasta 
nuestros días, se ha descrito la producción de bacteriocinas en organismos de todos los géneros 
de las bacterias lácticas. De Vuyst y Vandame (1994) citan hasta 89 bacteriocinas diferentes en 
función de sus características bioquímicas, estructura primaria, determinantes genéticos, rango 
de microorganismos inhibidos, modo de acción, etc. 
 
I.2.2. Características bioquímicas: clasificación 
Como se desprende de su propia definición, las bacteriocinas son compuestos inhibidores de 
naturaleza peptídica. De hecho, la inactivación por proteasas es uno de los primeros criterios 
para definir una sustancia antimicrobiana como bacteriocina. 
Actualmente se conoce la estructura primaria de numerosas bacteriocinas producidas por 
bacterias lácticas, bien por secuenciación directa de los péptidos purificados o por traducción del 
correspondiente ADN. Aunque la mayoría de ellas están constituidas por aminoácidos 
biológicos, es de destacar la presencia de aminoácidos modificados (lantionina y ß-metil 
lantionina y sus precursores dehidroalanina y dehidrobutirina) en la forma activa de aquéllas que 
reciben el nombre genérico de lantibióticos. Incluso se ha identificado la presencia de D-alanina 
en la lactocina S, lantibiótico producido por Lb. sake (Skaugen et al., 1994). No obstante, 
independientemente de su composición, las bacteriocinas son péptidos catiónicos, con un pI alto, 
que comparten un marcado caracter hidrofóbico. 
Teniendo en consideración sus propiedades físico-químicas, tamaño, espectro de inhibición y 
presencia de aminoácidos modificados, las bacteriocinas de las bacterias lácticas se han 
clasificado en 4 grandes clases (Klaenhammer, 1993, con modificaciones posteriores): 
Lantibióticos (Clase I): péptidos pequeños (< 5 kDa), termoestables y que se caracterizan, 
como se ha apuntado anteriormente, por la presencia de aminoácidos no usuales en su 
composición. Éstos se generan postraduccionalmente por deshidratación de serina y treonina 
para dar dehidroalanina y dehidrobutirina, respectivamente. Aunque estos precursores puedan 
formar parte de la estructura final del lantibiótico, en muchas ocasiones sufren una condensación 
con el grupo sulfhidrilo de las cisteínas presentes en la molécula, formándose puentes alanina-S-
alanina (lantionina) o ácido aminobutírico-S-alanina (ß-metil lantionina) (Jung, 1991). 
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Se distinguen 2 tipos de lantibióticos: i) Tipo A, péptidos de 2164 a 3488 Da, de estructura 
terciaria tipo sacacorchos, anfipáticos y con 2 a 7 cargas positivas; ii) Tipo B, péptidos de 
estructura globular, con tamaños comprendidos entre 1959 y 2041 Da, sin carga o cargados 
negativamente. Hasta el momento, no se han identificado lantibióticos de tipo B dentro de las 
bacterias lácticas. 
La nisina A, producida por L. lactis, fue el primer lantibiótico conocido (Gross y Morell, 1971) y 
pertenece al tipo A. Dentro de este grupo se han descrito otros como la nisina Z (Mulders et al., 
1991), variante natural de la nisina A con una sustitución His27Asn (Fig. 1), la lacticina 481 
(Piard et al., 1992) de L. lactis, la lactocina S (Mørtvedt et al., 1991) y la plantaricina C 
(González et al., 1994) sintetizadas por Lb. sake y Lb. plantarum, respectivamente, y, por último, 
la carnocina UI49 producida por C. piscicola (Stoffles et al., 1992). 
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Figura 1: Estructura primaria de la nisina Z, lantibiótico producido por L. lactis  (Mulders et al., 1991). DHB: 
dehidrobutirina; DHA: dehidroalanina; ALA-S-ALA: lantionina; ABA-S-ALA: ß-metil lantionina. 
 
Los lantibióticos no son específicos de las bacterias lácticas, habiéndose descrito, entre otras, la 
subtilina de Bacillus subtilis (Gross et al., 1973), la epidermina de Staphylococcus epidermidis 
(Allgaier et al., 1985), la estreptococina A-FF22 de Str. pyogenes (Jack y Tagg, 1991) y 
salivaricina A producida por Str. salivarius (Ross et al., 1993). 
 
No lantibióticos (clase II): péptidos (<15 kDa), estables al calor y que no contienen 
aminoácidos modificados en su estructura primaria. Junto con los lantibióticos es la clase más 
numerosa de bacteriocinas. Se caracterizan además porque tienen una señal de procesamiento del 
péptido líder común (-Gly-2-Gly-1). En función de homologías en su estructura primaria, espectro 
de inhibición y número de péptidos componentes pueden subdividirse en 4 subgrupos: 
• Clase IIa: péptidos activos frente a Listeria que comparten una secuencia consenso en la 
región NH2-terminal: -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys-. Dentro de este grupo se encuentran: 
la pediocina PA-1/AcH de P. acidilactici (Nieto-Lozano et al.,1992; Motlagh et al., 1994); 
las sakacinas A y P producidas por Lb. sake (Holck et al., 1992; Tichaczek et al., 1992); 
Introducción 7 
algunas bacteriocinas sintetizadas por Leuconostoc spp. como la leucocina A (Hastings et al., 
1991) y la mesentericina Y105 (Hèchard et al., 1992) y las carnobacteriocinas BM1 y B2 de 
C. piscicola LV17 (Quadri et al., 1994). 
• Clase IIb: bacteriocinas cuya actividad biológica depende de la acción complementaria de 
dos péptidos distintos. En este grupo se incluyen la lactococina M (van Belkum et al., 1991a) 
y la lactococina G (Nissen-Meyer et al., 1992), producidas por cepas de L. lactis. Otros 
ejemplos son la lactacina F (Allison et al., 1994) y la plantaricina S (Jiménez-Díaz et al., 
1995), sintetizadas por Lb. johnsonii y Lb. plantarum, respectivamente. 
• Clase IIc: este grupo tiene, hasta el momento, un único representante: la lactococina B 
(Venema et al., 1993). Su actividad biológica depende del estado reducido de un residuo de 
cisteína al igual que ocurre con ciertas toxinas tiol-activadas (Boulnois et al., 1991). 
• Clase IId: incluye todas aquellas bacteriocinas que no cumplen alguno de los requisitos 
exigidos en los grupos anteriores como, por citar algún ejemplo, la diplococina/lactococina A 
(Oxford, 1944; Holo et al., 1991; van Belkum et al., 1991a) producidas por L. lactis, la 
carnobacteriocina A (Worobo et al., 1994) y la piscicolina 61 (Holck et al., 1994), ambas 
producidas por C. piscicola, y la lactacina B (Barefoot y Klaenhammer, 1983) sintetizada por 
Lb. acidophilus. 
 
No lantibióticos (Clase III): proteínas de más de 15 kDa que están constituidas exclusivamente 
por aminoácidos no modificados y son sensibles al calor. La helveticina J (Joerger y 
Klaenhammer, 1986) es la principal representante de este grupo, en el que también se incluyen la 
acidofilucina A (Toba et al., 1991a), las lacticinas A y B (Toba et al., 1991b) y la caseicina 80 
(Rammelsberg et al., 1990). Todas ellas producidas por cepas de Lactobacillus spp. 
 
Bacteriocinas mixtas (Clase IV): presentan, asociada a la porción peptídica, un componente 
glucídico o lipídico esencial para su actividad biológica. Como ejemplo de bacteriocinas con 
fracciones glucídicas podemos citar a la leucocina S (Lewus et al., 1992) y, de las que poseen 
lípidos, las lactostrepcinas (Kozak et al., 1978). La lactocina 27 presenta una estructura aún más 
compleja con motivos de ambos tipos (Upreti y Hinsdil, 1973). No obstante, no se ha descrito el 
mecanismo molecular mediante el cual se produce la unión de los motivos no proteicos. 
 
I.2.3. Producción, biosíntesis y secreción 
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La producción de bacteriocinas parece depender del crecimiento y actividad fisiológica de la 
cepa productora. De hecho, la mayoría de las bacteriocinas que se han estudiado hasta el 
momento presentan una cinética de metabolito primario y, en consecuencia, su producción está 
correlacionada con el aumento de la biomasa. Por otro lado, el control del pH a lo largo de la 
fermentación puede resultar en títulos más altos de actividad ( de Vuyst y Vandame, 1994). 
Las bacteriocinas se sintetizan en los ribosomas a partir de transcritos procedentes de la 
expresión del correspondiente gen estructural. Se traducen como prepéptidos inactivos con una 
extensión aminoterminal de 24 a 30 residuos en el caso de los lantibióticos o más corta (18-24 
residuos) en las bacteriocinas no lantibióticos, que se elimina en un proceso probablemente 
asociado a la exportación. 
Las secuencias líder de las bacteriocinas no exhiben habitualmente las características propias de 
los péptidos señal involucrados en los procesos de secreción (von Heijne, 1983). Como ya se ha 
indicado, las bacteriocinas de la clase II, algunos lantibióticos (lacticina 481, salivaricina A, 
estreptococina A-FF22) y la colicina V se caracterizan por la presencia de un residuo cargado 
positivamente tras la metionina inicial y la secuencia consenso de excisión -Gly-2-Gly-1 
(Håvarstein et al., 1994). El resto de los lantibióticos también presentan secuencias conservadas 
en la región de procesamiento: los residuos en las posiciones +2 y +1 son, generalmente, 
hidrofóbicos; en la posición -1 se sitúa un residuo polar o cargado positivamente precedido de 
una prolina y, por último, en la posición -4 se encuentra siempre un aminoácido hidrofóbico 
(Jung, 1991). 
El péptido líder actúa como sistema protector manteniendo la bacteriocina inactiva en el interior 
de la célula productora. No obstante, al menos en el caso de la nisina, su presencia es necesaria 
para que ocurra una biosíntesis correcta siendo, probablemente, reconocido por las proteínas de 
modificación y transporte (van der Meer et al., 1994). 
La secreción de las bacteriocinas a través de la membrana citoplasmática se produce por la 
actividad de transportadores específicos de tipo ABC (Stoddard et al., 1992; Marugg et al., 
1992; Fremaux et al., 1993). Estos complejos proteicos presentan dos dominios claramente 
diferenciados: i) un dominio de unión a ATP en el extremo carboxilo, donde se genera la energía 
necesaria para el transporte mediante la hidrólisis de ATP y, ii) una región hidrofóbica e 
integrada en la membrana en el extremo amino que reconoce y transporta el sustrato (Fath y 
Kolter, 1993). Los transportadores ABC de las bacteriocinas de la clase II contienen, además, un 
dominio con actividad proteolítica en su región amino que reconoce específicamente la 
secuencia consenso Gly-2-Gly-1 (Håvarstein et al., 1995). Por lo tanto, estos transportadores 
tienen una doble función: translocar la bacteriocina al exterior y actuar como peptidasas 
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específicas. En el caso de la nisina y otros lantibióticos, sus transportadores ABC (LanT) carecen 
de este dominio proteolítico. El péptido líder de la nisina se procesa extracelularmente por la 
acción de una proteasa específica (NisP) (Kupke y Götz, 1996). 
Recientemente se han descrito bacteriocinas que se ajustan al modelo clásico de secreción de 
proteínas de modo que sus péptidos señal se procesan tras la secuencia consenso Ala-2-Xaa-Ala-
1. Esto ocurre con la divergicina A (Worobo et al., 1995) y la acidocina B (Leer et al., 1995). 
 
 
I.3. MODO DE ACCIÓN DE LAS BACTERIOCINAS 
I.3.1. Espectro de inhibición 
Dentro de las bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas se pueden distinguir 2 grandes 
grupos a este respecto (Klaenhammer, 1988): i) aquéllas que son activas frente a cepas o 
especies relacionadas (lactococinas A, B, M y G, lactacina B, helveticina J, etc.) y ii) las que 
inhiben a un rango mucho más amplio de microorganismos, entre los que se incluyen patógenos 
y alterantes de alimentos Gram positivos (nisina, pediocinas, lactacina F, etc.). 
Hasta la fecha no se ha descrito ninguna bacteriocina de bacterias lácticas activa frente a 
microorganismos Gram negativos, excepto en aquellos casos en los que la integridad de la 
membrana externa ha sido previamente dañada por tratamiento con agentes quelantes (EDTA) o 
por choque osmótico (Stevens et al., 1991). 
Los lantibióticos actúan sobre células vegetativas y también inhiben la germinación de esporas. 
En el primer caso, como se describirá posteriormente, forman canales iónicos en la membrana 
plasmática; en el segundo, modifican los grupos sulfhidrilo presentes en la envuelta de la espora 
(Morris et al., 1984) actuando, probablemente, los residuos deshidratados como aceptores de los 
electrones. Estudios con péptidos mutantes de nisina y subtilina, en los que la dehidroalanina en 
posición 5 había sido sustituida por alanina, han confirmado esta hipótesis, ya que pierden su 
actividad antimicrobiana frente a las esporas germinantes pero no frente a las células en 
crecimiento activo (Hansen et al.,1991). 
 
I.3.2. Modo de acción 
10 Capítulo I 
El blanco primario de acción de las bacteriocinas parece ser la membrana plasmática. Éstas 
alteran la permeabilidad selectiva de la membrana de las células vegetativas sensibles, 
provocando la inmediata e inespecífica liberación de iones, compuestos de bajo peso molecular y 
algo más tarde del ATP intracelular. Estas alteraciones provocan la disipación completa o parcial 
de la fuerza protón motriz (PMF) ocasionando desórdenes metabólicos secundarios que, en 
último término, inhiben la generación de energía y la síntesis de macromoléculas, lo que supone 
la muerte celular (Monteville et al., 1995). 
La PMF es un gradiente electroquímico compuesto de un potencial de membrana (∆ψ) y de un 
gradiente de pH (∆pH), y es necesaria para llevar a cabo gran parte de los procesos dependientes 
de energía del metabolismo celular. El desarrollo de diferentes técnicas para estudiar por 
separado los dos componentes de la misma y los sistemas de membranas artificiales han 
permitido obtener algunas conclusiones sobre el modo de actuación de las bacteriocinas. Se ha 
observado que la nisina y otros lantibióticos necesitan un estado energizado de las células para 
ejercer su acción (Sahl, 1991) mientras que otras, como la pediocina PA-1, leucocina S, lactacina 
F, plantaricina C y las lactococinas A y B (Bruno y Monteville, 1993; González et al., 1996; van 
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Belkum et al., 1991b; Venema et al., 1993), actúan independientemente de la existencia de una 
diferencia de potencial a ambos lados de la membrana. Por otro lado, los lantibióticos no 
requieren un receptor proteico específico ya que actúan sobre liposomas (Kordel et al., 1989). 
Sin embargo, algunas bacteriocinas sólo son activas frente a células enteras y/o vesículas 
derivadas de las mismas, por lo que sí parecen necesitar un receptor localizado en la membrana o 
en la pared celular (van Belkum et al., 1991b; Venema et al., 1993; Moll et al., 1996). 
La hipótesis más aceptada sobre cómo las bacteriocinas desestabilizan las membranas es que, en 
función de su carácter catiónico, éstas serían inicialmente atraídas electrostáticamente por la 
superficie celular (las bacteriocinas se adsorben inespecíficamente a células sensibles, a 
resistentes y a las propias células productoras). Posteriormente, bien por la presencia de un 
determinado potencial de membrana (lantibióticos) o por la interacción con un receptor 
específico o no, adoptarían una conformación tal que les permitiría agregarse entre sí formando 
aglomerados que se reordenarían para dar lugar a una especie de cilindro hueco (poro) que 
atravesaría la matriz membranal, manteniendo las zonas hidrofílicas hacia la parte interior del 
poro. A pesar de que no hay evidencia física de estos poros, los resultados de numerosos 
experimentos apoyan esta hipótesis frente a la desestabilización de la membrana mediante una 
acción de tipo detergente (Monteville et al., 1995). Además, las bacteriocinas pueden formar 
láminas ß y hélices α anfipáticas, motivos estructurales asociados a proteínas que interaccionan 
con la membrana plasmática y que abren poros en la misma (Ojcius y Young, 1991). 
En general, los poros son inespecíficos y permiten la salida de cualquier soluto 
intracitoplasmático, únicamente limitado por el tamaño. No obstante, en algunas ocasiones, 
como ocurre con la lactococina G, el poro generado es específico para iones K+ (Moll et al., 
1996). 
Por último, muchos autores han observado que las bacteriocinas pueden provocar la lisis celular 
en determinados cultivos sensibles (Pucci et al., 1988; Buhnia et al., 1991; Motlag et al., 1991; 
González et al., 1994). Se ha demostrado que la nisina activa las autolisinas de la pared, 
predominantemente en el área de formación del septo (Bierbaum y Sahl, 1991) y que la acción 
complementaria de las lactococinas A, B y M provoca la lisis celular en L. lactis, en contra de lo 
que ocurre con cada una por separado (Morgan et al., 1995). 
 
I.3.3. Resistencia e inmunidad 
Las bacterias sensibles pueden desarrollar diversos mecanismos de resistencia frente a la acción 
de las bacteriocinas. Así, para la nisina se han identificado dos fenotipos de resistencia: Nisr y 
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Nism (Klaenhammer, 1993). El primero probablemente se basa en la expresión de nisinasa, una 
dehidroreductasa que inactiva uno de los residuos deshidratados de la nisina (y de la subtilina) 
(Jarvis y Farr, 1971). Este enzima se encuentra codificado en un plásmido movilizable. El 
fenotipo Nism, sin embargo, parece estar provocado por una alteración en la membrana 
plasmática de las células sensibles (Ming y Daeschel, 1993). Se ha sugerido además, que la 
composición de la pared celular de las bacterias Gram positivas podría ejercer un papel 
protector, al igual que ocurre con la membrana externa en las Gram negativas (Kalchayanand et 
al., 1992). Finalmente, otro mecanismo de resistencia podría deberse a la pérdida del receptor 
específico (Kok et al., 1993). 
Por otro lado, las bacterias productoras de bacteriocinas han de desarrollar mecanismos de 
inmunidad que eviten su suicidio, particularmente en aquellos casos en los que la bacteriocina no 
precisa de receptores específicos para alcanzar su blanco de acción: la membrana plasmática. 
Los mecanismos de inmunidad presentes en las células productoras no se conocen en detalle. En 
la mayor parte de los casos, a partir de datos genéticos, se asume que la inmunidad se debe a una 
proteína, probablemente asociada a la membrana y codificada por un gen que forma parte del 
mismo operón que la bacteriocina. Hasta la fecha se han purificado las proteínas de inmunidad 
de la lactococina A -LciA- (Nissen-Meyer et al., 1993) y de la carnobacteriocina B2 -CiB2- 
(Quadri et al., 1995). 
Por homología con las proteínas de inmunidad de las colicinas, se ha especulado que podrían 
interaccionar, bien con la bacteriocina evitando su agregación y/o la inserción en la membrana, o 
bien bloqueando el poro una vez formado. En el caso de la nisina es probable que la inmunidad 
no sólo se deba a la actividad de la lipoproteína de inmunidad (NisI). También parece estar 
implicado un sistema de transporte tipo ABC, constituido por dos proteínas de membrana 
(NisEG) y otra citoplasmática (NisF), que captaría la nisina adsorbida en la membrana y actuaría 
transportándola hacia el exterior o hacia el citoplasma celular para su degradación (Siegers y 
Entian, 1995). En cuanto a las bacteriocinas no lantibióticos, Venema et al. (1994) han 
evidenciado que la proteína de inmunidad para la lactococina A (LciA) se encuentra asociada a 
la 
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membrana e interacciona con el receptor de la lactococina A y con la propia bacteriocina, según 
el modelo recogido en la figura 2. 
 
R L I EXTERIOR
INTERIOR
membrana
citoplasmática
 
Figura 2: Modelo de actuación de la proteína de 
inmunidad LciA de la lactococina A (Venema 
et al., 1994). Según este modelo, el receptor 
(R) interaccionaría con la proteína de 
inmunidad (I) a través de zonas hidrofílicas 
(sombreado). La bacteriocina (L) se uniría al 
receptor pero no podría ejercer su acción en 
presencia de la proteína de inmunidad. 
 
 
 
I.4. ASPECTOS GENÉTICOS DE LAS BACTERIOCINAS 
I.4.1. Localización de los determinantes genéticos 
Las bacteriocinas pueden estar codificadas en el cromosoma y en plásmidos (Klaenhammer, 
1993; de Vuyst y Vandame, 1994; Jack et al., 1995). 
Durante mucho tiempo, la naturaleza transmisible y curable de la producción de nisina, 
simultaneamente con la fermentación de la sacarosa y otros caracteres, hizo pensar que ésta era 
de codificación plasmídica (Kozak et al., 1974; Gasson, 1984). Sin embargo, análisis 
moleculares más recientes han establecido su localización en un transposón conjugativo de 70 
kpb (Horn et al., 1991; Raugh et al., 1994) con 2 lugares específicos de unión en el cromosoma 
de L. lactis. No obstante, otros lantibióticos (lactocina S y lacticina 481) están codificados en 
plásmidos (Mφrtvedt y Nes, 1990; Rince et al., 1994). 
Los genes estructurales de la mayoría de las bacteriocinas no lantibióticos se encuentran en 
plásmidos aunque algunas como la helveticina J (Joerger y Klaenhammer, 1986) y la plantaricina 
A (Diep et al., 1994) son de codificación cromosómica. 
En algunas ocasiones un único plásmido puede portar los genes de varias bacteriocinas (van 
Belkum et al., 1989). Alternativamente, la misma bacteriocina puede estar codificada en 
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diferentes plásmidos presentes en cepas o subespecies distintas y, finalmente, una misma célula 
puede albergar varios plásmidos codificadores de diferentes bacteriocinas (Quadri et al., 1994). 
 
I.4.2. Organización genética y genes asociados 
Los genes estructurales de las bacteriocinas van acompañados de otros, necesarios para su 
expresión y procesamiento y se organizan en operones. Sus funciones han sido investigadas por 
mutagénesis, transferencia, inactivación/superproducción, y/o por aislamiento y caracterización 
de sus productos (Klaenhammer, 1993; Jack et al., 1995). 
En la figura 3 se representa esquemáticamente la organización de los genes implicados en la 
biosíntesis de la nisina (Entian y de Vos, 1996). La organización de los genes implicados, así 
como sus productos, parecen ser muy similares a los identificados en otros operones de 
lantibióticos, indicando un proceso común de biosíntesis (Siezen et al., 1996). No obstante, 
existen algunos genes que no tienen homología estructural pero sí en su función. Éste es el caso 
de los genes lanI que codifican las posibles proteínas de inmunidad específicas para cada 
lantibiótico. Por último, los operones de la lacticina 481 (Piard et al., 1993b) y la lactocina S 
(Gilmore et al., 1996) carecen de lanB y lanC pero presentan en su lugar lanM cuyo producto, 
muy probablemente, llevará a cabo las mismas funciones de modificación que los anteriores. 
 
nis
A nisB nisCnisT nisI nisP nisR nisK nisF nisE nisG
993 600 414 245 682 228 446 225 241 214 aa
T T
? ?
 
Figura 3: Organización de los genes implicados en la biosíntesis de la nisina. ?: promotor; T: terminador; nisA, 
gen estructural; nisB,C, modificación postraduccional; nisT, transporte; nisF,E,G, transporte / 
inmunidad; nisR,K, sistema de regulación de dos componentes. 
 
Los operones correspondientes a las bacteriocinas no lantibióticos son más sencillos, ya que hay 
menos genes implicados en su biosíntesis. Los genes estructurales suelen estar seguidos del gen 
que codifica la posible proteína de inmunidad y comprendidos entre un promotor y un 
terminador ρ-independiente (Klaenhammer, 1993). Inmediatamente detrás y dependiendo del 
mismo promotor, se localizan los genes que codifican las proteínas implicadas en el transporte, 
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como ocurre con la pediocina PA-1/AcH (Marugg et al., 1992; Motlag et al., 1994). No obstante, 
pueden encontrarse por delante, en cuyo caso tienen su propio promotor como, por ejemplo, en 
la lactococina A (van Belkum et al., 1991a; Stoddard et al., 1992). Generalmente, estos genes 
están en la misma orientación y a poca distancia unos de otros, aunque se han encontrado 
excepciones como la leucocina A donde existe transcripción divergente entre los genes 
estructural y de inmunidad y los encargados del transporte (van Belkum y Stiles, 1995). Por 
último, los dos péptidos componentes de las bacteriocinas de la clase IIb estan codificados por 2 
genes estructurales diferentes (van Belkum et al., 1991a; Allison et al., 1994). 
Conviene destacar que, bien en el mismo operon o en operones vecinos, se han detectado genes 
cuyos productos presentan homologías con histidín-quinasas y sus correspondientes efectores 
(sistemas de regulación de dos componentes) (Fig. 3). Además, en todos los casos en que se ha 
comprobado, resultan esenciales para la expresión de la bacteriocina (Diep et al., 1994; Engelke 
et al., 1994; Axelsson y Holck, 1995). Es probable, por tanto, que la expresión de bacteriocinas 
esté regulada por este mecanismo. Sin embargo, los posibles inductores o activadores de este 
sistema están poco caracterizados. Barefoot et al. (1994) han aislado una proteína producida por 
una bacteria sensible a la lactacina B que induce la síntesis de la bacteriocina. Por otro lado, 
Diep et al. (1995) ha comprobado que la plantaricina A no es realmente una bacteriocina, sino 
que se trata del péptido inductor de una actividad antimicrobiana todavía no caracterizada y 
parece funcionar del mismo modo que el péptido inductor de la sakacina P (Eijsink et al., 1996). 
Por último, estudios recientes han demostrado que la nisina es capaz de inducir su propia síntesis 
(Kuipers et al., 1995; Quiao et al., 1996). 
 
 
I.5. UTILIDAD DE LAS BACTERIOCINAS EN LA INDUSTRIA 
ALIMENTARIA 
La necesidad de ofrecer alimentos “frescos” mínimamente procesados y el creciente rechazo del 
consumidor actual hacia los aditivos químicos han llevado a la industria alimentaria a 
reconsiderar el potencial antimicrobiano de las bacterias lácticas como una nueva estrategia de 
conservación. 
De todas los sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias lácticas, las bacteriocinas 
aparecen como las más adecuadas desde un punto de vista tecnológico para ser utilizadas como 
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conservantes de grado alimentario (de Vuyst y Vandame, 1994). En principio, su naturaleza 
peptídica permite la degradación por los enzimas digestivos, resultando así presuntivamente 
inocuas para el consumidor y su microbiota intestinal de ocupación y, en algunos casos, su 
espectro de acción incluye a los potenciales patógenos y alterantes asociados a los alimentos (B. 
cereus, S. aureus, L. monocytogenes, Clostridium spp., etc.). Por último, sus propiedades físico-
químicas las hacen resistentes a los tratamientos térmicos y cambios de pH que sufren los 
alimentos durante su fabricación y almacenamiento y, además, su pequeño tamaño permite la 
difusión en sistemas semisólidos, propios de la mayoría de los productos alimentarios. 
Adicionalmente, las bacterias lácticas ofrecen la posibilidad de producir las bacteriocinas in situ 
durante el proceso de fabricación. De hecho, se ha demostrado que muchos de los cultivos 
iniciadores utilizados en sistemas alimentarios producen bacteriocinas (Nettles y Barefoot, 
1993). Por lo tanto, se podría evitar la adición directa de una preparación pura de la bacteriocina, 
que implicaría un mayor gasto económico. La inclusión de cepas bacteriocinogénicas en los 
cultivos iniciadores puede realizarse siguiendo 2 estrategias diferentes: i) utilizar la cepa 
productora como cultivo iniciador puro (Ruiz-Barba et al., 1994) o bien, ii) como cultivo 
iniciador mixto, combinando la cepa productora con una segunda especie microbiana resistente a 
la bacteriocina y responsable, al menos en parte, de la fermentación (Daeschel et al., 1991; 
Harris et al., 1992a). 
La posibilidad de utilizar cepas productoras de nisina para conservar los alimentos fue sugerida 
por Hirsch et al. (1951). Estos autores consiguieron evitar la hinchazón tardía de los quesos 
(debida a la producción de gas por Clostridium spp.) e inhibir el crecimiento de S. aureus. A 
partir de este momento y hasta la fecha actual, la utilización de la nisina ha aumentado 
exponencialmente (Delves-Broughton, 1990; Delves-Broughton et al., 1996). Se aplica con éxito 
en distintos productos y sistemas alimentarios, con especial referencia a la inhibición de Listeria 
y otros patógenos psicotrofos. La nisina también se utiliza para disminuir la intesidad del 
tratamiento térmico de los alimentos enlatados (Fowler y Gasson, 1991), para controlar la 
fermentación maloláctica en vinos (Daeschel et al., 1991) y para evitar el crecimiento de 
bacterias lácticas durante la fabricación de la cerveza (Odgen et al., 1988). 
En la actualidad la nisina es la única bacteriocina legalmente autorizada como conservante en 
aproximadamente 50 países (Delves-Broughton et al., 1996). En España y en el resto de los 
países de la Unión Europea, la nisina está autorizada como aditivo alimentario (E234) en quesos 
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fundidos hasta una concentración máxima de 12.5 mg/kg de producto final (Directiva 
83/464/EEC, de 22 de julio de 1983). 
El uso de la nisina en productos cárnicos ha sido menos efectivo. No obstante, otras 
bacteriocinas (pediocinas) se presentan como buenas candidatas en estos sistemas (Nielsen et al., 
1990; Foegeding et al., 1992). Teniendo en cuenta que existe el precedente de la nisina, 
aprobada por la Food and Drug Adminstration (FDA, 1988) como conservante alimentario, 
posiblemente se simplificarán los trámites legales necesarios para la aprobación de las 
pediocinas como aditivos alimentarios (Harlander, 1993). 
 
 
I.6. PRESENTACIÓN DEL TRABAJO: OBJETIVOS 
Este trabajo analiza la capacidad antimicrobiana de cepas silvestres de L. lactis aisladas de 
quesos artesanales asturianos. Como hipótesis de partida asumimos que la diversidad biológica 
que se encuentra en estos ambientes sería bastante alta ya que, en estas elaboraciones a pequeña 
escala, se parte de leche cruda y no se utilizan cultivos iniciadores comerciales. Por lo tanto, 
estos biotopos albergarían cepas con determinadas capacidades fisiológicas que les permitirían 
competir eficientemente. Además, resultaba lógico suponer que dichas cepas habrían sufrido un 
proceso de selección fuerte debido al alto grado de contaminación microbiológica detectado en 
estas fermentaciones naturales. Todo ello favorecería, en último término, la selección de cepas 
productoras de antimicrobianos. 
Como material biológico de partida se utilizaron 23 cepas de L. lactis ssp. lactis de la colección 
del Instituto de Productos Lácteos de Asturias que habían sido previamente seleccionadas, en 
virtud de sus características tecnológicas, a partir de 64 cepas capaces de inhibir a otros 
lactococos. 
Con estas premisas nos planteamos realizar, en primer lugar, un estudio preliminar de las cepas 
productoras y de sus actividades inhibitorias. Estos datos iniciales nos permitieron detectar la 
producción de dos tipos de bacteriocinas claramente diferentes. La mayoría de las actividades 
presentaban características similares a las descritas para la nisina. Sin embargo, L. lactis ssp. 
lactis IPLA 972 producía una bacteriocina con propiedades muy particulares que decidimos 
estudiar en detalle. 
En consecuencia, los objetivos globales planteados fueron los siguientes: 
1. Caracterización preliminar de las cepas productoras y su capacidad antimicrobiana: 
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 1.1. Cepas productoras: complemento plasmídico y perfil de restricción del cromosoma. 
 1.2. Estimación del valor tecnológico de las cepas bacteriocinogénicas: producción de las 
bacteriocinas en leche, capacidad de acidificación y estabilidad de propiedades 
tecnológicas de interés. 
 1.3. Actividades inhibitorias: naturaleza bioquímica y espectro de inhibición. 
2. Identificación de cepas silvestres como productoras de nisina. 
3. Análisis molecular de la bacteriocina producida por la cepa IPLA 972: 
 3.1. Purificación y características estructurales. 
 3.2. Base genética de su producción: localización y secuencia de los determinantes 
genéticos. 
 3.3. Modo de acción sobre los cultivos sensibles. 
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II.1. CEPAS BACTERIANAS, VECTORES Y CONDICIONES DE 
CULTIVO 
II.1.1. Cepas bacterianas y vectores de clonación 
Todas las cepas de Lactococcus lactis ssp. lactis utilizadas en este estudio fueron aisladas de 
leche cruda, cuajada o diferentes lotes de quesos artesanales asturianos a lo largo de su periodo 
de maduración. Estas cepas pertenecen a la colección del Instituto de Productos Lácteos de 
Asturias (IPLA) y su capacidad para inhibir cepas del mismo género ya se había puesto de 
manifiesto anteriormente (P. Cuesta, Tesis Doctoral). Como cepa de referencia productora de 
nisina se utilizó L. lactis NCDO 497. 
Los indicadores habituales en los ensayos de actividad inhibitoria fueron preferentemente 
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus LMG 13551, L. lactis ssp. cremoris LMG 13563 y L. 
lactis MG 1614 (Gasson, 1983). El resto de las cepas utilizadas como indicadoras para 
determinar el espectro de inhibición de las bacteriocinas pertenecen a los géneros: Pediococcus, 
Streptococcus, Enterococcus, Listeria, Bacillus, y Clostridium y están recogidas en la tabla 5 
(Cap. III, apartado III.1.3). 
Los experimentos de incorporación de precursores radioactivos y de microscopía electrónica 
se realizaron en L. lactis MG 1363 y L. lactis MG 1614, respectivamente (Gasson, 1983). 
Las cepas bacterianas y vectores empleados en los experimentos de clonación se reflejan en la 
tabla 1. 
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Tabla 1: Cepas bacterianas y vectores de clonación 
 
Bacterias, plásmidos y 
bacteriófagos 
Características más 
relevantes 
Referencia 
Lactococcus   
L. lactis MG 1614 Strr  Rifr, lcn972- lcn972s Gasson, 1983 
L. lactis MG 1614·2 (pBL1) Strr  Rifr, lcn972+ lcn972r Este trabajo 
Escherichia coli   
HB 101 Cms Tcs Bolivar y Backman, 1979 
XL1-Blue Aps Bullock et al., 1987 
Plásmidos   
pBL1 Endógeno de IPLA 972 
lcn972+ lcn972r
Este trabajo 
pACYC 184 Cmr Tcr Chang y Cohen, 1978 
Fagémidos   
pBluescript SK (+/-) Apr Stratagene 
Bacteriófagos   
M13 mp18/mp19  Yanish-Perron et al., 1985 
 
Los superíndices r o s indican resistencia o sensibilidad a los distintos antibióticos. lcn972+/r hace 
referencia a la producción + o inmunidad r a la lactococina 972. 
 
 
Todos los microorganismos se mantuvieron congelados a -80ºC en el medio de crecimiento 
apropiado, suplementado con glicerol al 10%. 
 
II.1.2. Medios y condiciones de cultivo 
Los medios de cultivo habituales fueron: M17 para los lactococos, MRS para leuconostocs, 
lactobacilos y pediococos y BHI para las bacterias no lácticas empleadas como indicadoras. En 
el caso de los estreptococos incapaces de fermentar la lactosa, fuente de carbono en M17, se 
sustituyó ésta por glucosa al 0.5% (GM17). Para el cultivo de los clostridios el medio BHI se 
suplementó con K2HPO4 2 mM. El medio Elliker, suplementado con 19 g/l de β-glicerofosfato, 
(EK*) se utilizó de modo rutinario en los ensayos de actividad inhibitoria (apartado II.5). Todos 
estos medios fueron suministrados por la casa comercial Biokar. 
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Para la valoración tecnológica de las cepas bacteriocinogénicas, éstas se incubaron en leche 
descremada en polvo reconstituida al 11%. La leche se esterilizó (115ºC, 12 min) o bien se 
pasterizó (63-65ºC, 30 min) según el experimento a realizar. 
La producción de lactococina 972 se evaluó en el medio complejo M17 (Difco) con 
concentraciones crecientes de lactosa (0.5, 1.0 y 5.0%) y en el medio semidefinido (MP) 
diseñado por de Vuyst y Vandame (1992) para la producción de bacteriocinas. En algunos 
experimentos en este último medio se modificó la fuente de fosfato -K2HPO4 al 5%- (MPx5P) o 
bien se duplicó la fuente de nitrógeno -extracto de levadura y peptona al 2%- (MPx2N). 
Los medios sólidos se prepararon con agar al 2% o al 1.2% (en los ensayos de producción). 
Las temperaturas de crecimiento fueron de 32ºC y 37ºC según las cepas. En ningún caso se 
utilizó agitación para el crecimiento en medio líquido de las bacterias lácticas. 
E. coli se cultivó en 2xTY (Sambrook et al., 1989) a 37ºC y con agitación (240 r.p.m.). 
 
II.1.3. Antibióticos 
Todos los antibióticos fueron suministrados por Sigma. En los experimentos de clonación se 
utilizaron los siguientes: ampicilina (Ap), cloranfenicol (Cm), espectinomicina (Sp) y 
tetraciclina (Tc). Las concentraciones finales en los medios de crecimiento variaron según los 
vectores y la cepa huésped utilizados (Sambrook et al., 1989). 
En los bioensayos rutinarios de actividad con la cepa indicadora L. lactis MG 1614 se añadió 
estreptomicina (Str) 500 µg/ml. 
Para inhibir la síntesis de ARN en los estudios del modo de acción de la lactococina 972, se 
utilizó rifampicina (Rif) a una concentración final de 300 µg/ml. 
 
 
II.2. PRODUCTOS RADIOACTIVOS 
Los isótopos radioactivos, las características propias de cada producto y las casas 
suministradoras se detallan a continuación: 
• [α-35S]-dATP (22.2 TBq/mmol, 370 MBq/ml). Amersham. 
• [α-32P]-dCTP (111 TBq/mmol, 370 MBq/ml). NEN. 
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• [γ-32P]-ATP (259 TBq/mmol, 6179 MBq/ml). Amersham. 
• [metil-3H]Timidina (925 GBq/mmol, 37 MBq/ml). Amersham. 
• [3H]Uridina (925 GBq/mmol, 37 MBq/ml). NEN. 
• N-acetil-D-[1-3H]Glucosamina (192 GBq/mmol, 37 MBq/ml). Amersham. 
• Mezcla de aminoácidos tritiados (37 MBq/ml). Amersham. 
 
 
II.3. ENZIMAS, SOLUCIONES Y REACTIVOS EMPLEADOS EN 
BIOLOGÍA MOLECULAR 
II.3.1. Enzimas 
Los enzimas utilizados en la manipulación de ácidos nucleicos fueron fundamentalmente 
endonucleasas de restricción (Boehringer Mannheim y Fermentas); ligasa y polinucleótido 
kinasa del fago T4 (Boehringer Mannheim); ADN polimerasa modificada del fago T7 
(Sequenase version 2.0, USB) y Taq ADN polimerasa (Boehringer Mannheim). Otros enzimas 
empleados fueron RNasa pancreática tipo A y DNasa (Boehringer Mannheim). La síntesis de 
cADN se realizó con transcriptasa reversa (Promega). 
Todos los enzimas fueron suministrados con sus respectivos tampones y los componentes 
necesarios para su acción catalítica y se utilizaron según las instrucciones de los fabricantes. 
 
II.3.2. Soluciones y tampones 
Todas las soluciones y tampones utilizados se prepararon según las indicaciones de Sambrook 
et al. (1989). Los tampones más comunes fueron: TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) 
para las soluciones de ácidos nucleicos; tampón SSC ( NaCl 150 mM, citrato sódico 15 mM, pH 
7) en las transferencia de ADN a membrana; y los tampones TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 2 
mM, pH 8) o TBE (Tris-borato 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8) en las diferentes electroforesis. 
Para evitar la presencia de RNasas en la manipulación de ARN se tomaron las siguientes 
precauciones: las soluciones se prepararon con el inhibidor de RNasas dietil-pirocarbonato 
(DEPC) al 0.1%; todo el material se manejó siempre con guantes y se autoclavó a 121ºC durante 
40 min. 
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Las reacciones de hibridación se realizaron en tampón Rapid-Hyb de Amersham. 
 
II.3.3. Otros reactivos 
Los reactivos para la preparación de las soluciones anteriores fueron suministrados por las 
casas comerciales: Merck, Panreac, Sigma y Amresco. 
Se utilizaron tres tipos de agarosa en función de las técnicas electroforéticas empleadas: 
agarosa SeaKem ME para los geles rutinarios de análisis de ADN; agarosa Fast Lane diseñada 
específicamente para las electroforesis en campo pulsante (PFGE) y, por último, agarosa 
INCERT para la inclusión de las muestras de PFGE. Todas fueron proporcionadas por FMC. Los 
reactivos necesarios para la electroforesis de proteínas (acrilamida y N,N’-metilen bisacrilamida, 
persulfato amónico y TEMED) se adquirieron a Bio Rad. 
 
 
II. 4. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
II.4.1. Extracción de ADN plasmídico 
La obtención de ADN plasmídico a partir de cepas de lactococos se realizó con el método 
descrito por O’Sullivan y Klaenhammer (1993), mientras que los plásmidos de E. coli se aislaron 
según Birboim y Doly (1979). En el caso de las construcciones en pACYC184, plásmido de bajo 
número de copias por célula, se amplificó éste con espectinomicina (50 µg/ml) para obtener 
cantidades suficientes de ADN plasmídico (Sambrook et al., 1989). 
 
II.4.2. Extracción de ADN total 
El ADN total de las cepas de lactococos se obtuvo por el método descrito por Cancilla et al. 
(1992) con algunas modificaciones. Los cultivos en fase estacionaria (0.5 ml) se lisaron con 
lisozima y SDS. Tras la desproteinización con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), los 
ácidos nucleicos se precipitaron con etanol y se resuspendieron en TE. Antes de ser utilizadas, 
estas preparaciones se trataron, a 37ºC durante 30 min, con RNasa (0.1 mg/ml). La 
concentración se estimó después de electroforesis en geles de agarosa por comparación con 
bandas conteniendo cantidades conocidas de ADN (Sambrook et al., 1989). 
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II.4.3. Extracción de ARN 
La cepa productora de lactococina 972, L. lactis ssp. lactis IPLA 972, se creció en 150 ml de 
M17 hasta alcanzar una D.O.600nm: 0.6. Las células se recogieron por centrifugación a 4ºC, 
temperatura que se mantuvo en todos los pasos siguientes. La extracción de ARN se llevó a 
cabo, básicamente, según el método de Hopwood et al. (1985). Las células se resuspendieron en 
5 ml de solución Kirby y se rompieron con una suspensión de bolitas de vidrio (4.5-5.5 mm) por 
agitación vigorosa durante 5 min. Tras sucesivas extracciones con una mezcla de 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (50:50:1), los ácidos nucleicos contenidos en la fase acuosa 
se precipitaron con etanol a -20ºC. 
El ADN presente en estas preparaciones se degradó con DNasa (0.05 U/ml) durante 15 min a 
37ºC, seguido de precipitación con etanol y solubilización en TE. Una vez limpio, el ARN se 
guardó a -70ºC en etanol hasta su posterior utilización. 
 
II.4.4. Técnicas electroforéticas 
La separación de fragmentos de ADN se realizó en geles conteniendo diferentes 
concentraciones de agarosa (0.6-2.0%) y las condiciones de electroforesis se modificaron 
también en función del tamaño de los fragmentos a separarar, según las recomendaciones de 
Sambrook et al. (1989). Los electrolitos utilizados fueron TBE o TAE. 
Las bandas de ADN se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta (300 nm) tras la 
tinción con una solución de bromuro de etidio (1 µg/ml) (Sambrook et al., 1989). Como patrón 
de peso molecular se utilizó ADN del fago λ digerido con PstI o HindIII, o bien la escalera de 
ADN superenrrollado de Gibco BRL. 
El análisis de las reacciones de secuencia se llevó a cabo en geles de poliacrilamida al 6% en 
condiciones desnaturalizantes (Sambrook et al., 1989). Se aplicó una potencia constante de 80 W 
durante 2-4 h. 
II.4.5. Análisis del cromosoma de Lactococcus lactis por electroforesis en 
campo pulsante (PFGE) 
El ADN cromosómico se extrajo a partir de cultivos en fase exponencial, crecidos en M17 
suplementado con DL-treonina 40 mM. Las células se embebieron en bloques de agarosa para 
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evitar la fragmentación del cromosoma a lo largo del proceso de lisis y extracción. Estos bloques 
se trataron con diferentes soluciones (Horn et al., 1991) con algunas modificaciones: i) el 
tampón EET se sustituyó por TE-150 (Tris-HCl 10 mM, EDTA 150 mM, pH 8); ii) se reemplazó 
la proteinasa K por pronasa E, predigerida a 50ºC durante 1 h en tampón de lisis. 
El ADN atrapado en los bloques se digirió con 10 U de Bsp120I, isoesquizómero de ApaI, a 
37ºC durante 16 h. La electroforesis se realizó a 8ºC, en geles de agarosa al 1.1% en tampón 
TBE x0.5. Se aplicó un voltaje de 6 V/cm con pulsos de 0.5 a 15 s en un aparato CHEF DRII 
(Bio Rad). 
 
II.4.6. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
La amplificación de fragmentos específicos de ADN se realizó en un volumen de reacción de 
50 µl que se cubrieron con otro tanto de aceite mineral estéril. 
El ADN molde (50 ng) se mezcló con los dos cebadores seleccionados (0.5 µM de cada uno) 
y los cuatro desoxinucleótidos (0.2 mM) en el tampón suministrado con el enzima Taq ADN 
polimerasa. El ADN se desnaturalizó primero durante 5 min a 98ºC y, posteriormente, se añadió 
1 U del enzima. Las mezclas de reacción se sometieron a 30 ciclos: desnaturalización a 94ºC (30 
s), anillamiento a 45ºC (1.5 min) y extensión a 72ºC (1 min). Después del último ciclo se 
procedió a una incubación a 72ºC durante 10 min para permitir la finalización de todas las 
cadenas iniciadas previamente. Las incubaciones se realizaron en un termociclador Dualcycler 
LINUS. Los resultados de las amplificaciones se visualizaron en geles de agarosa al 2% en 
tampón TBE. 
 
II.4.7. Hibridación ADN-ADN 
Los fragmentos de ADN a hibridar, obtenidos por digestión con los enzimas de restricción 
adecuados y separados por electroforesis en gel, se transfirieron a membranas de nylon (Hybond-
N, Amersham) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. La transferencia se realizó 
durante 90 min en tampón SSC x10, aplicando vacío en un aparato de transferencia de geles 
(Modelo 785, Bio Rad). 
Cuando las sondas utilizadas eran de ADN en cadena doble el marcaje se hizo con [α-32P]-
dCTP mediante el método de cebado al azar, utilizando el preparado comercial Rediprime 
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(Amersham). En el caso de oligonucleótidos, el marcaje se realizó con [γ-32P]-ATP por 
fosforilación de su extremo 5’, utilizando el enzima T4 polinucleótido kinasa (Sambrook et al., 
1989). 
La hibridación de los ADNs problema con el ADN sonda marcado se realizó en tampón 
Rapid-Hyb (Amersham). La prehibridación de los filtros se prolongó 30 min a 60ºC y la 
hibridación 2.5 h a la misma temperatura. Los lavados se realizaron siguiendo las indicaciones 
del fabricante. 
Los oligonucleótidos se hibridaron según el método descrito por Sambrook et al. (1989) a 
37ºC durante toda la noche. Los filtros se lavaron siempre en condiciones de baja estringencia 
(SSC x2, SDS 0.1%) a la misma temperatura que la hibridación. 
En ambos casos, el revelado se realizó mediante autorradiografía por exposición directa sobre 
película Hyperfilm MP (Amersham) a -70ºC. 
 
II.4.8. Estrategias de clonación 
II.4.8.1. Condiciones de ligación 
Las ligaciones se realizaron con ligasa del fago T4 en el tampón ligasa suministrado con el 
enzima. En todas las ocasiones se mantuvo la proporción de una molécula de vector por diez de 
inserto, en volúmenes de 15-20 µl, a una concentración de ADN de 30 µg/ml. Las mezclas de 
ligación se incubaron, como mínimo, 2 h a temperatura ambiente o bien durante una noche a 
15ºC. 
II.4.8.2. Electroporación de L. lactis 
Para la preparación de células electrocompetentes de L. lactis MG 1614 se siguió el método 
descrito por Leenhouts et al. (1990). Las células se concentraron aproximadamente hasta 1010 
células/ml en un volumen final de 0.2 ml de sacarosa 0.3 M. 
La electroporación se realizó en un Gene Pulser Apparatus (Bio Rad) en cubetas de 0.2 cm. 
Las condiciones del pulso aplicado fueron de 12.5 kV/cm, 200 Ω y 25 µF. Las células se 
diluyeron inmediatamente en 5 ml de medio precalentado a 32ºC (GM17 con sacarosa 0.3 M). 
Tras 2 h de incubación a 32ºC, los electrotransformantes se suspendieron en el mismo medio 
preparado con agar al 0.7% (semisólido) y conteniendo estreptomicina a 500 µg/ml. Alícuotas de 
3.5 ml se vertieron en placas de GM17 que se incubaron durante 48 h a 32ºC. La selección se 
realizó con los antibióticos adecuados en función del vector utilizado o con preparaciones 
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parcialmente purificadas de lactococina 972 (250 UA/ml) en el caso del aislamiento del 
plásmido pBL1. 
II.4.8.3. Transformación de E. coli 
Se utilizaron dos métodos distintos para la transformación de E. coli: el método clásico de 
transformación por tratamiento térmico (42ºC, 45 s), que permite trabajar con volúmenes 
mayores de preparaciones de ADN, o por electroporación. 
En el primer caso, las células se hicieron competentes por el método de crecimiento a baja 
temperatura y tratamiento con DMSO (Inoue et al., 1990). Para la electroporación, las células se 
prepararon según Dower et al. (1988) y se aplicaron las mismas condiciones de descarga 
eléctrica que para Lactococcus. 
En ambos casos, la selección se efectuó sembrando en superficie en placas de 2xTY en 
presencia de los antibióticos y condiciones adecuadas para cada vector (Sambrook et al., 1989). 
 
II.4.9. Secuenciación de ADN 
El ADN molde para las reacciones de secuencia se obtuvo a partir del ADN viral de cadena 
sencilla de los fagos recombinantes de M13 mp18/mp19 (Sambrook et al., 1989) o bien, por 
desnaturalización con NaOH 0.2 N a partir de las construcciones realizadas en plásmidos 
(Hattori y Sakaky, 1986). 
El ADN purificado se secuenció por el método de terminación de cadena por 
didesoxinucleótidos descrito por Sanger et al. (1977). Para iniciar la reacción se utilizaron los 
cebadores comerciales para M13 y oligonucleótidos específicos diseñados a partir de las 
secuencias obtenidas. Estos últimos se obtuvieron en un sintetizador automático de ADN, 
modelo 380A de Applied Biosystems. La separación de los fragmentos de ADN marcado se 
realizó en geles desnaturalizantes de poliacrilamida tal como se indicó en el apartado II.4.4. 
El revelado de la secuencia se realizó mediante autorradiografía por exposición directa sobre 
película Hyperfilm MP (Amersham). 
 
II.4.10. Determinación del punto de inicio de la transcripción 
El ARN obtenido según se describió en el apartado II.4.3 se utilizó como molde para la 
síntesis de cDNA en experimentos de extensión del cebador. Estos ensayos se realizaron con 
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oligonucleótidos complementarios al ARNm problema, marcados en sus extremos 5’ con [γ-32P]-
ATP. La reacción de anillamiento contenía 20 µg de ARN total (la concentración de ARN se 
calculó por absorbancia a 260 nm), tratado con RNasin como inhibidor de RNasas, y 0.4 µM del 
oligonucleótido. La síntesis de cDNA se llevó a cabo con transcriptasa reversa durante 1 h a 
42ºC utilizando un kit de síntesis de cADN de Promega y siguiendo sus instrucciones. El 
producto de la reacción se analizó en geles de poliacrilamida al 6% en presencia de urea 
(Sambrook et al., 1989) y se utilizó una reacción de secuencia conocida como patrón de peso 
molecular. 
 
II.4.11. Programas informáticos y bases de datos 
El análisis de las secuencias de ADN obtenidas se realizó mediante los programas del 
Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG, version 7, Abril 1991) (Devereux et al., 1984) 
en un MicroVax 3400 del Centro de Cálculo Científico de la Universidad de Oviedo. 
Las bases de datos consultadas fueron: Gene Bank (Release 92.0, fecha 11/95), SwissProt 
(Release 32.0, fecha 11/95), PIR (Release 47.0, fecha 1/96) y EMBL (actualizada al día). 
 
 
II.5. DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LAS ACTIVIDADES 
INHIBITORIAS 
La actividad antagonista de los lactococos en estudio se puso de manifiesto mediante el test 
de difusión en agar (Reddish, 1929). Los cultivos se inocularon al 1% en M17 y se incubaron, 
sin agitación, a 32ºC durante 16-18 horas. Los sobrenadantes se obtuvieron por centrifugación 
(104 xg, 5 min), se ajustaron a pH 6.5 con NaOH 3 N y se esterilizaron por filtración (Whatman 
WCN, 0.22 µm). Las placas con el microorganismo indicador se prepararon en el medio 
adecuado con agar al 1.2%, fundido y enfriado a 45ºC, y se inocularon con 105 u.f.c./ml. El 
medio, una vez solidificado, se horadó con un sacabocados estéril de 6 mm de diámetro y los 
correspondientes pocillos se llenaron con 30 µl de los sobrenadantes anteriores. Tras incubación 
por una noche, se observó la aparición o no de halos de inhibición del crecimiento en el césped 
de la bacteria indicadora. 
La actividad inhibitoria se determinó de manera semicuantitativa por el método de la 
dilución crítica (Mayr-Harting et al., 1972). Se realizaron diluciones seriadas de factor 2 de los 
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sobrenadantes y se llevó a cabo el bioensayo anterior. Se definió una unidad arbitraria 
(UA/ml) como el inverso de la dilución más alta que originaba un halo de inhibición perceptible. 
Para conseguir una reproducibilidad aceptable de estas medidas se hizo un “stock” 
permanente de la cepa indicadora más utilizada, L. lactis MG 1614. Esta cepa se creció hasta una 
D.O.600 nm de 1.0, se recogieron las células por centrifugación y se resuspendieron en medio 
fresco (GM17) con glicerol al 10%. Este cultivo se distribuyó en alícuotas que se congelaron a -
80ºC. Se calcularon las u.f.c./ml y, de este modo, se estandarizó el inóculo (105 u.f.c./ml) para las 
placas de los bioensayos. 
 
 
II.6. CARACTERIZACIÓN PRELIMINAR DE LAS ACTIVIDADES 
INHIBITORIAS 
II.6.1. Tratamientos enzimáticos 
Los sobrenadantes con actividad inhibitoria, neutralizados y esterilizados por filtración, se 
sometieron a la acción de diferentes enzimas: 
• proteasas inespecíficas: pronasa E y proteinasa K (Boehringer Mannheim) 
• proteasas específicas: tripsina y α-quimotripsina (Merck) 
• catalasa (Merck) 
• α-amilasa (Sigma), sólo en el caso de la caracterización del sobrenadante de la cepa 
IPLA 972. 
Los enzimas se utilizaron a una concentración final de 1 mg/ml, excepto la catalasa que se usó 
a 65 U/ml, en Tris-HCl 20 mM, pH 8.0. La incubación se llevó a cabo en un baño a 37ºC durante 
1 h. Tras este periodo, se determinó la actividad residual por el test de difusión en agar, siendo L. 
lactis MG 1614 la cepa indicadora. 
 
II.6.2. Tratamiento térmico 
La termorresistencia de las actividades inhibitorias de las distintas cepas se analizó incubando 
los sobrenadantes en un baño con agua en ebullición durante 15 min Sólo en el caso de la 
actividad presente en el sobrenadante de IPLA 972 se estudió en un rango más amplio de 
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temperaturas: 40, 45, 50, 55, 60 y 121ºC. Una vez tratados se cuantificaron las UA/ml según el 
método de la dilución crítica. 
 
 
II.7. CARACTERIZACIÓN DE LA LACTOCOCINA 972 
II.7.1 Optimización de la producción 
La producción de lactococina 972 se evaluó en cultivos crecidos sin control de pH y con pH 
controlado. L. lactis ssp. lactis IPLA 972 se inoculó al 1% y se incubó a 32ºC. A lo largo de 24 h 
se tomaron medidas puntuales de D.O.600 nm, pH y UA/ml. 
En el primer caso se utilizaron volúmenes de 150 ml de los medios descritos en el apartado 
II.1.2 de esta sección. 
Los ensayos de producción a pH constante se realizaron en un bio-reactor Biostat B (Braun 
Biotech) equipado con una cuba de 5 l. El medio utilizado fue M17 y el volumen de trabajo 2 l. 
Los valores de pH (7.2, 6.8, 6.4 y 6.0) se mantuvieron constantes mediante adición automática 
de una solución estéril de NaOH 5 N. Se programó una agitación suave de 50 r.p.m. para 
asegurar la homogeneización de los componentes del medio y de las células. 
 
II.7.2. Purificación 
La cepa productora L. lactis ssp. lactis IPLA 972 se inoculó al 1% en M17. La incubación a 
32ºC se prolongó durante 8 h, momento en el que el cultivo se encontraba en fase exponencial 
tardía y se recogió el sobrenadante por centrifugación (fracción I). La purificación de la 
lactococina 972 se realizó en 2 pasos: 
1. Precipitación con acetona: el sobrenadante se precipitó con 5 volúmenes de acetona fría 
durante 30 min a -20ºC. Posteriormente, se centrifugó a 4ºC (104 xg, 20 min) y el precipitado 
obtenido, una vez secado en campana de vacío, se solubilizó en tampón fosfato sódico 50 
mM, pH 7 (tampón A) en ½ del volumen inicial (fracción II). 
2. Cromatografía de intercambio catiónico: muestras de 20 ml de la fracción anterior se 
cargaron en una columna de intercambio catiónico High-S (Bio Rad) de 5 ml, equilibrada con 
tampón A. Tras lavar la columna con 1 volumen de NaCl 0.1 M en tampón A, se eluyó la 
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bacteriocina con 30 ml de NaCl 0.4 M. El flujo aplicado fue de 1 ml/min y se recogieron 
fracciones de 1 ml (fracción III). 
La concentración de proteína se determinó por el método de Bradford (Bio Rad protein assay 
kit) y la actividad inhibitoria de las fracciones se evaluó por el test de difusión en agar. 
 
II.7.3. Determinación de la secuencia amino-terminal 
Para determinar la secuencia del extremo amino-terminal de la bacteriocina, se fijaron 10 µg 
de proteína de la fracción III (apartado II.7.2) en un único punto (“Dot blot”) de una membrana 
Immobilon-PSQ (Millipore), aplicando vacío. El filtro se lavó con H2O milli-Q para eliminar el 
exceso de sales y se sometió a secuenciación automática en un secuenciador en fase gaseosa 
(Applied Biosystems, modelo 477A) mediante el método de degradación de Edman (Edman y 
Begg, 1967). 
 
II.7.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida 
Las electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) se realizaron en presencia de SDS 
(0.1%) y con tricina como componente del cátodo, según el método de Schägger y von Jagow 
(1987). En algunos casos, para evitar la desnaturalización total de la lactococina 972, se evitó el 
tratamiento térmico antes de la electroforesis. Los parámetros T (% acrilamida + bisacrilamida) 
y C (% de la relación bisacrilamida/acrilamida) fueron 16.5% T-3% C para el gel separador y 
4% T-3% C para el gel empacador. El grosor de los geles fue de 0.75 mm. Se utilizó una cubeta 
Mini-protean II (Bio Rad) a la que se aplicó un voltaje constante de 75 V. Los geles se tiñeron 
con azul de Coomassie R-250 (Bollag y Edelstein, 1991) durante 15 min. Se destiñeron en una 
solución de metanol (10%) y ácido acético (10%) hasta que se logró el contraste adecuado. Para 
su conservación, los geles se secaron entre 2 láminas de celofán al vacío en un secador de geles 
(Modelo 543, Bio Rad), a 60ºC durante 2 h. 
Para detectar la actividad inhibitoria en los geles de poliacrilamida, se siguió básicamente el 
método de Bhunia et al. (1987). Una vez transcurrida la electroforesis, los geles se lavaron 
durante 3 h en H2O destilada a temperatura ambiente y, posteriormente, se cubrieron con una 
capa de medio semisólido (1.2% agar) inoculado con L. lactis MG 1614. Las placas se incubaron 
durante 16-18 h a 32ºC. 
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II.8. MODO DE ACCIÓN DE LA LACTOCOCINA 972 
II.8.1. Efecto sobre la viabilidad de los cultivos sensibles 
Las cepas sensibles (L. lactis MG 1614 y  Lb. sake LMG 13558) se inocularon al 1% en 
GM17 y MRS, respectivamente, y se incubaron a 32ºC hasta alcanzar una D.O.600nm: 0.2 (fase 
exponencial temprana). En este punto, las células se centrifugaron y se resuspendieron en medio 
fresco (precalentado a 32ºC) conteniendo lactococina 972 pura (66 UA/ml), o tampón fosfato 
sódico 50 mM, pH 7, en el cultivo control. La incubación se continuó durante 7 h y, a diferentes 
tiempos, se sacaron muestras en las que se midió la turbidez a 600 nm y las células viables 
(u.f.c./ml). 
 
II.8.2. Determinación de la acción sobre membranas 
Para determinar si la lactococina 972 podría provocar alguna alteración sobre la 
permeabilidad selectiva de la membrana plasmática en los cultivos sensibles se realizó el 
siguiente experimento: un cultivo en fase exponencial de L. lactis MG 1363 se trató con 300 
µg/ml de rifampicina para detener la síntesis de ARN. La incubación se continuó durante 5 min, 
momento en el cual se añadió [3H]uridina a una concentración final de 74 kBq/ml (2 µCi/ml). 
Esta uridina fue incorporada por las células acumulándose en el citoplasma ya que no había 
síntesis de ARN. Tras 20 min de incubación, se dividió el cultivo en 3 partes a las que se les 
añadió, respectivamente, una preparación parcialmente purificada de lactococina 972 con una 
potencia de 150 UA/ml (fracción II, apartado II.7.2), nisina (200 UA/ml) o el mismo volumen de 
M17 x2 como control negativo. La nisina sirvió de control positivo, ya que se ha demostrado que 
esta bacteriocina altera la permeabilidad de la membrana plasmática abriendo poros en ella. 
Seguidamente, se tomaron muestras de 0.5 ml por duplicado a distintos tiempos durante un 
periodo de 15 min. Las muestras se pasaron rápidamente a través de filtros de nitrocelulosa 
(Whatman, 0.45 µm) y se lavaron con abundante medio precalentado a 32ºC. Tras secar los 
filtros a 80ºC durante 90 min, se les añadió 2 ml de líquido de centelleo (3.5 g de PPO + 50 mg 
de POPOP + 670 ml de tolueno + 330 ml de tritón-X-100) para cuantificar la cantidad de 
radioactividad presente en el interior de las células. Para ello, se utilizó un contador automático 
de centelleo líquido Betamatic V (Kontron). 
Material y Métodos 33 
 
II.8.3. Incorporación de precursores de la síntesis de macromoléculas 
El efecto de la lactococina 972 sobre la síntesis de macromoléculas se estudió analizando la 
incorporación continua de precursores marcados radioactivamente en las fracciones celulares 
insolubles en TCA (Rodríguez et al., 1986). 
Estos experimentos se realizaron a lo largo de la fase exponencial de cultivos de L. lactis MG 
1363 en GM17 a los que se les añadió: [metil-3H]timidina, [3H]uridina, una mezcla de 
aminoácidos tritiados o N-acetil-D-[3H]glucosamina, para evaluar la síntesis de ADN, ARN, 
proteínas y pared celular, respectivamente. Inmediatamente después de la adición de estos 
precursores radioactivos, los cultivos se dividieron en 2 alícuotas, una de las cuales se trató con 
una preparación de lactococina 972 parcialmente purificada (150 UA/ml). 
Todos los precursores se utilizaron a una concentración final de 37 kBq/ml (1 µCi/ml). Se 
tomaron muestras de 0.5 ml por duplicado durante 1 h, que fueron rápidamente tratadas con TCA 
(15%) a 4ºC. Después de 30 min se pasaron a través de filtros de fibra de vidrio (GFC, 
Whatman), se secaron 2 h a 80ºC y se procesaron igual que en el apartado anterior. 
 
II.8.4. Microscopía electrónica 
Los cambios morfológicos derivados de la acción de la lactococina 972 se observaron 
mediante 2 técnicas diferentes: tinción negativa y observación de cortes ultrafinos. 
Para ello, cultivos de L. lactis MG 1614 en fase exponencial se trataron con una preparación 
parcialmente purificada de la bacteriocina (150 UA/ml). Se tomaron muestras a lo largo de 90 
min de tratamiento, que se procesaron del siguiente modo: 
• Tinción negativa: se recogieron las células (1 ml) por centrifugación y se lavaron 2 veces con 
el mismo volumen de H2O estéril para, finalmente, resuspenderlas en 0.1 ml. Volúmenes de 5 
µl de estas suspensiones se depositaron sobre rejillas de cobre recubiertas de Formvar. Tras 1 
minuto de reposo, se absorbió el exceso de líquido y se añadieron 5 µl de acetato de uranilo al 
1% (solución de contraste). Al cabo de 1 minuto se retiró el exceso de líquido y las rejillas se 
dejaron secar durante unos minutos para su posterior observación. 
• Cortes ultrafinos: las células, cuidadosamente lavadas con H2O estéril, se embebieron en 
agar noble al 2%. Se cortaron dados de aproximadamente 2 mm de lado del sedimento de agar 
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y se fijaron en una solución de OsO4 al 1% en tampón acetato de veronal (Ryter y 
Kellenberger, 1958) durante una noche y a temperatura ambiente. Tras varios lavados con 
tampón veronal, se realizó una postfijación en acetato de uranilo al 2%, preparado en el 
mismo tampón, durante 2 h. Las muestras se deshidrataron por inmersión sucesiva en 
soluciones de acetona de concentración creciente (25-100%) y se incluyeron en resina Epon 
que se polimerizó a 60ºC durante 48 h. Los cortes ultrafinos se realizaron con una cuchilla de 
diamante instalada en un ultramicrotomo LKB y se contrastaron con una solución de acetato 
de uranilo al 2% en etanol 50% y citrato de plomo preparado según Reynolds (1963). 
Las muestras se observaron, en ambos casos, en un microscopio electrónico de transmisión 
Zeiss EM-109. Las fotografías se obtuvieron en película Kodak Eastman de 35 mm. 
 
 
II.9. VALORACIÓN TECNOLÓGICA DE LAS CEPAS PRODUCTORAS 
DE BACTERIOCINAS 
Con objeto de evaluar la idoneidad de las cepas bacteriocinogénicas como posibles cultivos 
iniciadores, se determinó su capacidad para sintetizar bacteriocinas en leche, su aptitud para 
coagular la leche, valorando la producción de ácido láctico, la capacidad de fermentar lactosa e 
hidrolizar la caseína y la estabilidad de estos últimos fenotipos. 
 
II.9.1. Producción de bacteriocinas en leche 
Tras realizar varios subcultivos de las cepas bacteriocinogénicas en leche, se inocularon al 1% 
tubos con leche descremada estéril (5 ml) y se incubaron a 32ºC entre 16-18 h. En el caso de las 
cepas productoras de nisina la leche, ya coagulada, se homogeneizó con 1 volumen de HCl 0.04 
N y se calentó a 98ºC durante 5 min. Las muestras se centrifugaron a temperatura ambiente y se 
recogieron los sobrenadantes. Una vez neutralizados, se analizaron mediante el test de difusión 
en agar. 
En el caso de la cepa IPLA 972, el coágulo se homogeneizó con citrato sódico al 2% y se 
eludió el tratamiento térmico. 
 
II.9.2 Producción de ácido láctico 
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La capacidad de acidificación de las cepas bacteriocinogénicas se evaluó tanto en leche estéril 
como en pasterizada, a la temperatura de elaboración (21ºC) típica de ciertos quesos artesanales 
de Asturias. 
En ambos casos, se inocularon 10 ml de leche descremada estéril o pasterizada con un 1%, en 
volumen, de cultivos en fase estacionaria de las cepas a testificar. Los cultivos se incubaron 
durante 16-18 h y se determinó el pH y la acidez titulable. Esta última se midió según la norma 
UNE 34.101, neutralizando 9 ml de leche con NaOH 0.1 N en presencia de una solución 
alcohólica de fenolftaleína al 1% como indicador. Los resultados se expresaron como porcentaje 
de ácido láctico producido. 
 
II.9.3. Estabilidad de propiedades tecnológicas de interés 
Se analizaron 2 fenotipos de interés tecnológico: fermentación de la lactosa (lac+/lac-) y 
actividad proteolítica (prt+/prt-). 
Las cepas bacteriocinogénicas seleccionadas en los apartados anteriores se crecieron con 
varios subcultivos durante 100 generaciones en GM17 para que no hubiese ningún tipo de 
selección. Posteriormente, se plaquearon diluciones de los cultivos en la superficie de 2 medios 
selectivos. 
Para determinar el fenotipo lac+/lac- se utilizó BCP-lactosa constituido por agar láctico 
(Elliker et al., 1956) suplementado con lactosa al 1% y púrpura de bromocresol al 0.004%. Las 
colonias lac+ adquieren un color amarillo en contraste con el tono blanquecino de las lac-. 
Los fenotipos prt+/prt- se distinguieron por la formación o no de halos de proteolisis alrededor 
de las colonias en el medio SKMA. Este medio se preparó con leche descremada estéril a la que 
se le añadió agar estéril al 1.2% y glucosa 0.5% para permitir el crecimiento de las colonias lac-. 
Las placas se incubaron durante 48 h a 32 ºC. 
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III.1. CARACTERIZACIÓN GENÉTICA Y FENOTÍPICA DE LAS CEPAS 
DE Lactococcus lactis OBJETO DE ESTE TRABAJO 
En un estudio preliminar se había analizado la capacidad de producción de sustancias 
antimicrobianas de un total de 172 cepas del género Lactococcus de origen lácteo, así como su 
sensibilidad a las mismas. Mediante el método de difusión en agar, se detectaron 64 cepas 
capaces de inhibir el crecimiento de al menos otra (P. Cuesta, Tesis Doctoral). De todas ellas se 
seleccionaron 23 las cuales, en cultivos sucesivos, mostraron las actividades inhibitorias más 
estables y, además, presentaban características tecnológicas aptas para su posible inclusión en un 
cultivo iniciador. 
Las 23 cepas seleccionadas eran L. lactis ssp. lactis (P. Cuesta, Tesis Doctoral). El patrón de 
fermentación de azúcares obtenido mediante tiras API 50 CHL confirmó esta identificación. Con 
la excepción en la utilización de algunos azúcares (L-arabinosa, D-xilosa y maltosa) no se 
encontraron diferencias entre ellas. Cabe destacar que todas, excepto la cepa IPLA 972, fueron 
capaces de utilizar la sacarosa como fuente de carbono. 
 
III.1.1. Estructura genética 
 a) Perfil plasmídico 
En las 23 cepas de partida se puso de manifiesto la presencia de ADN extra-cromosómico. 
Los plásmidos presentaron tamaños comprendidos entre 3 y 90 kpb (Fig. 4A). Una banda de  
5.6 kpb apareció sin excepción en todos los casos, mientras que las bandas de 20.9 y 17.8 kpb se 
encontraron en la mayoría de las cepas. 
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Considerando la presencia o ausencia de determinadas bandas plasmídicas se establecieron 7 
grupos con un porcentaje de similitud > 0.8%. La discriminación se realizó aplicando el índice 
de Dice (SD) (Fig. 4B). Los grupos están constituidos por las siguientes cepas: 
• Grupo I: presentan las bandas de 20.9, 17.8 y 5.6 kpb y en algunas cepas otras 
diferentes: IPLA 504, IPLA 525, IPLA 729, IPLA 973, IPLA 974, IPLA 977, IPLA 
982, IPLA 988, IPLA 997, IPLA 1000, IPLA 1031 e IPLA 1062. 
• Grupo II: presentan todas las bandas excepto la de 17.8 kpb: IPLA 502, IPLA 505, 
IPLA 516, IPLA 641 e IPLA 976. 
• Grupo III: con igual perfil que el grupo I pero carecen de la banda correspondiente a 
20.9 kpb, IPLA 991 e IPLA 1064. 
• Grupos IV, V, VI y VII: cepas que presentan perfiles plasmídicos peculiares y 
diferentes a los grupos anteriores: IPLA 511, IPLA 517, IPLA 881 e IPLA 972, 
respectivamente. 
 
       A                 B 
       Grupos plasmídicos 
 
       I          II     ccc    III      V  VII  IV  VI
 
 
 
 kpb 
 
←16.2 
←12.1 
 
←8.1 
 
 ←4.0 
 
 
 
 
 
Figura 4: Perfiles plasmídicos (A) de las cepas bacteriocinogénicas y relación entre ellas (B) obtenida al 
aplicar el índice de Dice (SD) en función de la presencia/ausencia de bandas plasmídicas. ccc: 
escalera de ADN superenrrollado (Gibco BRL). 
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b) Análisis del cromosoma 
Con objeto de conocer la “huella genética” de las cepas de Lactococcus y determinar el grado 
de parentesco entre ellas, se analizó por PFGE el cromosoma de algunas cepas, elegidas como 
representantes de los grupos plasmídicos: IPLA 729 e IPLA 525 (grupo I), IPLA 505 e IPLA 
641 (grupo II), IPLA 991 e IPLA 1064 (grupo III), IPLA 511 (grupo IV), IPLA 517 (grupo V), 
IPLA 881 (grupo VI), y, por último, IPLA 972 (grupo VII). Se incluyó también la cepa de 
colección, L. lactis NCDO 497, productora de nisina. 
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5. 
Las cepas de los grupos I, II y III presentaron una coemigración del 100% en las bandas 
generadas por digestión con Bsp120I. La digestión del cromosoma de la cepa IPLA 517, que 
presentaba un perfil plasmídico propio (grupo V), originó los mismos fragmentos que las 
anteriores, indicando un origen común con las demás. Sin embargo, las cepas IPLA 972, IPLA 
511 e IPLA 881 mostraron un patrón diferente a las demás y entre sí. La cepa L.lactis NCDO 
497 presentó un patrón claramente diferente a cualquiera de las cepas aisladas, indicando su 
distinto origen. 
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Figura 5: Electroforesis en campo pulsante del 
ADN, digerido con Bsp120I, de las 
cepas de L. lactis productoras de 
sustancias inhibitorias. Las cepas están 
agrupadas en función del perfil 
plasmídico asignado (I-VII). 
NCDO 497: L. lactis, productor de 
nisina. 
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III.1.2. Valoración tecnológica de las cepas con actividad antagonista 
a) Capacidad de acidificación en leche 
Para que una cepa del género Lactococcus pueda ser utilizada como cultivo iniciador debe ser 
capaz de alcanzar valores de producción de ácido láctico superiores al 0.4%, tras un periodo de 
incubación de 16-18 h a 21ºC en leche descremada estéril. Con esta premisa, se valoró la 
capacidad acidificante de todas las cepas productoras de sustancias antimicrobianas con el fin de 
seleccionar las más adecuadas. En la tabla 2 se muestra una clasificación de las cepas en estudio 
en función de los resultados obtenidos en leche estéril. 
 
 
Tabla 2: Capacidad acidificante en leche 
estéril de las cepas de L. lactis con 
actividad antimicrobiana. 
 
Ácido láctico 
(%) 
Nº cepas 
0.3-0.4% 
(Grupo A) 1 
0.4-0.6% 
(Grupo B) 
3 
NCDO 497 
0.6-0.7% 
(Grupo C) 6 
0.7-0.8% 
(Grupo D) 
12 
IPLA 972 
        Incubación a 21ºC/16-18 h 
 
 
Según la cantidad de ácido láctico producido, las cepas se clasificaron en 4 grupos: 
Grupo A: IPLA 502 
Grupo B: IPLA 511, IPLA 525 e IPLA 1031. NCDO 497 
Grupo C: IPLA 504, IPLA 505, IPLA 516, IPLA 976, IPLA 982 e IPLA 1064 
Grupo D: Todas las demás (incluyendo IPLA 972, ver apartado III.3) 
 
Como se puede apreciar, más del 50% de las cepas superaron con creces el límite establecido 
para su consideración como buenas acidificantes. La cepa de colección NCDO 497, productora 
de nisina A, alcanzó también el valor límite pero produjo menor cantidad de ácido láctico 
(0.53%) si la comparamos con la mayoría de nuestros aislados. 
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Conviene destacar que todas nuestras cepas dieron lugar a coagulos firmes, mientras que 
NCDO 497 apenas llegó a cuajar la leche, probablemente debido a una menor actividad 
proteolítica sobre las caseínas. 
Para cuantificar la producción de ácido láctico en leche pasterizada y, por lo tanto, acercarse 
más a las condiciones reales de elaboración de derivados lácteos, se eligieron las 4 cepas con 
mayor poder de acidificación y que perteneciesen, además, a los distintos grupos plasmídicos 
establecidos en el apartado III.1.1. En estos ensayos, también se incluyó la cepa NCDO 497. 
En este caso se obtuvieron valores de acidificación muy altos (Tabla 3). NCDO 497 tampoco 
alcanzó los mismos niveles de ácido láctico que los detectados en nuestras cepas, ni coaguló 
eficientemente la leche. 
 
Tabla 3: Capacidad acidificante en leche pasterizada de las cepas de L. lactis con actividad antimicrobiana 
 
Cepa  % Ácido láctico 
IPLA 504 0.816 
IPLA 641 0.878 
IPLA 729 0.853 
IPLA 1064 0.832 
IPLA 972 0.818 
NCDO 497 0.526 
    Incubación a 21ºC/16-18 h en leche pasterizada 
 
 
b) Estabilidad de propiedades tecnológicas de interés 
La posible utilización de cepas con actividad antagonista en la elaboración de productos 
lácteos exige la evaluación de la estabilidad de 2 de los fenotipos más importantes: fermentación 
de la lactosa y actividad proteolítica. 
Tras 100 generaciones en GM17, se analizaron una media de 230 colonias aisladas en BCP-
lactosa o en agar-leche (SKMA). Este experimento se realizó con las cepas: IPLA 504, IPLA 
729 e IPLA 1064 (productoras de nisina Z, ver apartado III.2) e IPLA 972 (productora de 
lactococina 972, ver apartado III.3). 
Las frecuencias de aparición del fenotipo prt- se recogen en la tabla 4. 
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Cepa Nº colonias analizadas % colonias prt-
504 259 1.9 
729 170 0.6 
1064 226 0.9 
972 217 1.8 
 
 
 
 
Tabla 4: Frecuencia de las colonias 
prt- tras 100 generaciones en GM17. Las 
colonias se aislaron en agar-leche con 
glucosa al 0.5% (SKMA). 
 
 
 
De las cepas analizadas, IPLA 729 fue la que presentó la frecuencia más baja en el 
aislamiento de colonias prt-. Sin embargo, otras como IPLA 504 o IPLA 972 pierden esta 
propiedad más fácilmente. 
En cuanto a la fermentación de la lactosa, no se detectó ningún derivado lac- en una media de 
colonias analizadas de 255 para cada cepa (resultados no mostrados). 
En función de los resultados obtenidos, las cepas productoras de sustancias antimicrobianas, 
aisladas de quesos artesanales asturianos, están adaptadas para desarrollarse eficazmente en un 
entorno lácteo, ya que las propiedades esenciales son muy estables. En principio, podrían ser 
utilizadas como cultivos iniciadores para la elaboración de estos productos artesanales, con la 
ventaja añadida que les ofrece la capacidad de inhibir a la microbiota contaminante presente en 
la materia prima de partida. 
 
 
III.1.3. Caracterización preliminar de las actividades antimicrobianas 
El estudio de las actividades antimicrobianas de los lactococos presentes en la microbiota 
autóctona de quesos artesanales asturianos se centró, en un principio, en 2 aspectos generales: el 
rango de microorganismos sensibles y la determinación de su naturaleza bioquímica. 
a) Espectro de inhibición 
Como se ha apuntado anteriormente, los sobrenadantes de cultivo de las 23 cepas en estudio 
presentaban la capacidad de inhibir el crecimiento de otros lactococos de origen lácteo. Al ser 
enfrentados con otros géneros bacterianos con la técnica de difusión en agar se obtuvieron los 
resultados mostrados en la tabla 5. 
Tabla 5: Espectro de inhibición de las cepas bacteriocinogénicas 
 
CEPAS PRODUCTORASa (IPLA) 
CEPAS INDICADORASb 502 504 505 511 516 517 525 641 729 881 972 973 974 976 977 982 988 991 997 1000 1031 1062 1064 NCDO 497b,c
Lactobacillus acidophilus  
LMG 13550 11                        0 + 11 + + 0 + 11 11 0 0 0 0 0 + 0 0 10 0 11 0 + 14
Lactobacillus delbruekii ssp. 
bulgaricus LMG 13551 26                        
                        
                        
                        
                        
                        
                        
                        
                        
                        
                        
                        
26 26 28 26 26 26 25 25 28 0 25 29 29 29 25 25 25 26 28 29 26 29 20
Lactobacillus fermentum  
LMG 13554 19 18 12 12 12 12 12 19 18 14 0 15 18 15 16 16 0 13 19 19 19 9 17 8
Lactobacillus plantarum  
LMG 13556 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lactobacillus sake  
LMG 13558 25 25 26 26 25 24 23 25 23 26 13 22 25 25 25 25 24 24 24 24 24 26 24 17
Pediococcus pentosaceus  
LMG 13560 16 16 16 16 16 16 14 15 14 16 0 13 15 15 15 15 14 15 15 15 14 14 14 10
Lactococcus lactis ssp. cremoris  
LMG 13563 22 29 24 19 23 25 23 24 20 19 19 17 21 17 17 16 15 18 20 20 25 17 17 11
Streptococcus thermophilus  
LMG13564 + 0 0 10 0 0 0 + + 11 + + 0 + 0 0 0 0 15 0 + 0 0 0
Enterococcus faecalis  
LMG 13566 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11 0
Listeria innocua  
LMG 13568 + 0 0 0 + + 0 + 0 0 0 0 + + + + + + + + + + + 0
Bacillus cereus  
LMG 13569 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Clostridium tyrobutyricum  
CT 3.5 13 13 14 17 14 14 11 14 14 15 0 10 14 14 14 14 14 14 12 14 15 14 13 9
Clostridium sporogenes  
LMG 13570 11 9 16 20 15 16 16 10 8 16 0 15 10 15 16 15 16 14 9 9 13 15 20 10
 
a  Los resultados se expresan como el diámetro (en mm) del halo de inhibición observado en el test de difusión en agar. +: halo de inhibición menor de 8 mm, 
sólo se aprecia un ligero anillo donde no hay crecimiento de la cepa indicadora. 
b  LMG: colección de la Universidad de Gante, Bélgica. 
CT: colección de laboratorio. 
NCDO: National Collection of Dairy Organisms, UK. 
c  NCDO 497: Lactococcus lactis, cepa productora de nisina A. 
Los sobrenadantes, filtrados y neutralizados, de los lactococos ensayados inhibieron a la 
mayoría de las bacterias lácticas utilizadas como indicadoras, siendo Lactobacillus delbrueckii 
ssp. bulgaricus LMG 13551, Lb. sake LMG 13558 y L. lactis ssp. cremoris LMG 13563 los 
indicadores más sensibles (Fig. 6). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Test de difusión en agar. Ejemplo de 
inhibición de Lactobacillus delbrueckii ssp. 
bulgaricus LMG 13551 por algunas de las 
cepas aisladas. 
 1: IPLA 1064; 2: IPLA 511; 3: IPLA 881. 
 
 
 
 
La mayoría de las cepas inhibieron el crecimiento de las 2 especies del género Clostridium, 
pero tan sólo una de ellas, IPLA 1064, inhibió a Enterococcus faecalis. Ninguna cepa fue capaz 
de inhibir a L. lactis NCDO 497, productor de nisina A, salvo L. lactis IPLA 972. Esta última 
cepa presentó un espectro de inhibición totalmente diferente a las anteriores, restringido a L. 
lactis, Lb. sake y Streptococcus thermophilus. 
Al comparar los resultados obtenidos con el perfil de inhibición de NCDO 497, se observó 
que los sobrenadantes procedentes de los lactococos en estudio mostraban una mayor capacidad 
inhibitoria que el productor de nisina A, a juzgar por el diámetro de los halos obtenidos. 
 
b) Caracterización bioquímica 
Dado que los sobrenadantes utilizados en el apartado anterior habían sido neutralizados, 
quedaba descartada la posibilidad de un posible efecto inhibitorio debido a la presencia de ácidos 
orgánicos. El peróxido de hidrógeno también fue excluido, ya que la adición de catalasa a los 
sobrenadantes no afectó, en ningún caso, a la actividad inhibitoria. 
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Para confirmar la posible naturaleza proteica de las sustancias antagonistas presentes en los 
sobrenadantes, éstos se trataron con diferentes proteasas. Los resultados obtenidos se resumen en 
la tabla 6. 
 
 
Tabla 6: Efecto de proteasas específicas e inespecíficas sobre las actividades antimicrobianas presentes en 
los sobrenadantes de cultivo de las 23 cepas en estudio. 
 
Tratamiento Inactivación Inactivación parcial Resistencia No 
 total > 80 % > 50 % al tratamiento determinadas 
Pronasa E 22 0 1 (IPLA 972) 0 0 
Proteinasa K 15 4 0 1 (IPLA 972) 3 
α-Quimotripsina 16 6 0 1 (IPLA 972) 0 
Tripsina 10 6 4 1 (IPLA 972) 2 
 
Se representa el número de sobrenadantes de cultivo que se inactivan total o parcialmente tras el 
tratamiento respecto al correspondiente sobrenadante control sin tratar. 
 
 
 
Algunas de las actividades inhibitorias detectadas fueron parcialmente inactivadas con 
tripsina. En contraste, el tratamiento con proteasas inespecíficas (pronasa E y proteinasa K) 
destruyó la actividad inhibitoria de todos los sobrenadantes salvo en el caso de IPLA 972. Esta 
última tan sólo se vio ligeramente afectada por pronasa E. 
El sobrenadante de cultivo de la cepa NCDO 497 también se sometió a los mismos 
tratamientos, manteniendo un 50% de su actividad inicial tras la digestión con tripsina. El resto 
de las proteasas lo inactivaron por completo. 
En cuanto a la sensibilidad a la temperatura nos encontramos con una situación diferente. 
Todas los actividades antimicrobianas resistieron el tratamiento térmico aplicado (100°C, 15 
min). La única excepción fue la actividad presente en el sobrenadante de la cepa IPLA 972 que 
resultó ser termolábil. 
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III.2. CEPAS PRODUCTORAS DE NISINA Z 
III.2.1. Detección por PCR del gen estructural de la nisina 
Las actividades inhibitorias descritas en los apartados anteriores mostraron ser, en la mayoría 
de los casos, bastante similares a las descritas para la nisina, bacteriocina producida por algunas 
cepas de L. lactis. Por esta razón, procedimos a comprobar si el gen estructural de la nisina 
estaba presente en el genoma de nuestras cepas. 
La técnica elegida fue la amplificación específica de dicho gen mediante PCR, utilizando 
como cebadores los siguientes oligonucleótidos: 
 
A: 5’-GATTAAATTCTGcAGTTTGTTAG-3’  (PstI) 
B: 5’-CCCTAAAaAgCTTATAAAAATAGG-3’ (HindIII) 
 
Estos oligonucleótidos son complementarios a las regiones localizadas a 50 nucleótidos por 
delante del codón ATG de iniciación (A) y a 40 pb por detrás del codón TAA de parada (B) del 
gen estructural de la nisina, y limitan un fragmento de 321 pb. Las bases subrayadas 
corresponden a secuencias de reconocimiento para los enzimas de restricción señalados. Dichas 
secuencias palindrómicas se obtuvieron mediante sustitución de los nucleótidos originales por 
los indicados en letra minúscula. Esto nos facilitó la clonación de los fragmentos amplificados en 
los vectores M13 mp18/mp19 previamente a su secuenciación. 
Algunos de los resultados de las amplificaciones llevadas a cabo se muestran en la figura 7. 
La amplificación fue posible tanto en el control positivo (ADN total de NCDO 497, productor 
de nisina) como en el resto de los lactococos aislados, excepto en 2 de ellos (IPLA 525 e IPLA 
972). Como control negativo se sustituyó la solución de ADN por el mismo volumen de H2O. 
Estos resultados indicaban que la capacidad inhibitoria de nuestras cepas se debía muy 
probablemente a la expresión del gen que codifica para la síntesis de nisina, a pesar de presentar 
éstas mayor actividad antagonista que la cepa control productora de nisina A L. lactis NCDO 
497 (apartado III.1.3). 
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Figura 7: Amplificación por PCR del 
gen estructural de la nisina a partir de ADN 
total de las cepas aisladas. 
Calles 1, 11 y 16: λ PstI, marcador de peso 
molecular. 
Calles 10 y 14: control positivo. 
Calles 9 y 15: control negativo. 
Calles 2-8, 12 y 13: L. lactis IPLA511, 
IPLA517, IPLA729, IPLA972, IPLA641, 
IPLA991, IPLA1064, IPLA525 e IPLA881 
respectivamente. 
 
 
← 321 pb 
 
 
III.2.2. Secuencia de los productos de PCR 
Para confirmar que los fragmentos amplificados a partir del ADN de las cepas representantes 
de cada grupo plasmídico (apartado III.1.1) correspondían al gen de la nisina, los amplicones 
obtenidos en el experimento anterior se clonaron y secuenciaron. De esta manera, pretendíamos 
determinar si los genes se correspondían con alguna de las variantes de nisina ya descritas o 
bien, si la mayor actividad biológica observada en los productos sintetizados por nuestras cepas 
era debida a otras modificaciones en el ADN que pudieran encontrarse en estos aislados 
silvestres. 
Se eligieron los fragmentos correspondientes a las amplificaciones obtenidas a partir del ADN 
de las cepas IPLA 504, IPLA 729, IPLA 1031, IPLA 641, IPLA 1064, IPLA 511 e IPLA 881. 
Éstos se clonaron en M13mp18 y M13mp19 para secuenciar ambas cadenas y comprobar, de 
esta manera, que los posibles cambios que pudieran detectarse no fuesen debidos a mutaciones 
introducidas por la Taq polimerasa en el transcurso de la reacción. 
Todas las secuencias obtenidas (comprobadas en 2 clones distintos) resultaron ser idénticas a 
las descritas para el gen nisZ (Mulders et al., 1991). En ellas se observó el cambio de una 
citosina en posición 148 del gen nisA por una adenina, lo cual implica la presencia de 
asparragina en lugar de histidina en el residuo 27 del producto final. En ningún caso se 
encontraron mutaciones silenciosas ni deleciones y/o inserciones de ningún tipo dentro del 
segmento amplificado. Por otra parte, la secuencia del péptido señal, involucrado en los procesos 
de secreción y maduración de la nisina, también coincidió exactamente con la ya descrita. 
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III.2.3. Localización del gen estructural de la nisina 
Para determinar la localización del gen estructural de la nisina en nuestras cepas obtuvimos 
por separado el ADN total y plasmídico de las cepas: IPLA 729, IPLA 641, IPLA 1064, e IPLA 
517. Ambas preparaciones se digirieron con HindIII y, posteriormente, se transfirieron a una 
membrana de nylon. Se incluyeron también los ADNs de las cepas IPLA 525, IPLA 972 y 
NCDO 497. 
Al hibridar con la sonda de 321 pb obtenida por PCR no se obtuvo señal alguna con el ADN 
plasmídico (resultados no mostrados). En el caso del ADN total se observó claramente 
hibridación con un fragmento de 9.6 kpb en las cepas cuyo ADN había sido previamente 
amplificado (Fig. 8). 
 
      A      B 
 
       1          2          3    4     5     6     7     8       1          2          3    4     5    6     7    8 
 
 
 
 
9.4 → 
 
4.3 → 
 
 
2.3 → 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Patrón de restricción HindIII (A) del ADN total de las cepas aisladas y resultado de la hibridación (B) 
con la sonda específica del gen estructural de la nisina. Calles 1, 3, 4, 5, 6, 7 y 8: L. lactis NCDO 497 
(productor de nisina A), IPLA 729, IPLA 525, IPLA 641, IPLA 1064, IPLA 517 e IPLA 972, 
respectivamente. Calle 2: ADN de λ digerido con HindIII, patrón de peso molecular. 
 
Esto indica que, probablemente, el operon de la nisina se encuentra en el cromosoma y 
confirma que nuestras cepas poseen el gen nisZ, dado que Rauch et al. (1994) también habían 
detectado este gen en un fragmento HindIII de 9.6 kpb. 
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Por otro lado, el ADN de la cepa utilizada como control positivo (L. lactis NCDO 497) 
hibridó con un fragmento de aproximadamente 4.0 kpb, lo cual está de acuerdo con los datos 
obtenidos por los mismos autores para las cepas productoras de nisina A. 
La cepa IPLA 517 presentó una segunda banda de hibridación de 6.0 kpb (Fig. 8, calle 7). 
Este resultado podemos explicarlo fácilmente si tenemos en cuenta que el operón de la nisina se 
localiza en un elemento transponible que puede insertarse en diferentes puntos del cromosoma 
de L. lactis. 
Como era de esperar, los ADNs de las cepas IPLA 525 (Fig. 8, calle 4) e IPLA 972 (Fig. 8, 
calle 8) no hibridaron con la sonda utilizada. Por tanto, al menos otras 2 bacteriocinas distintas a 
la nisina son producidas por las cepas aisladas de quesos artesanales asturianos. 
 
III.2.4. Producción de nisina Z en leche 
En los apartados anteriores se ha puesto de manifiesto la aptitud tecnológica de nuestras cepas 
y, por otro lado, se ha evidenciado la producción de nisina Z en la mayoría de ellas. Por lo tanto, 
existe la posibilidad de utilizarlas en la elaboración de derivados lácteos como cultivos 
iniciadores que, además, sintetizarían nisina in situ lo cual podría evitar la contaminación del 
producto final por microorganismos no deseables. Por esta razón, se analizó la capacidad de 
sintetizar nisina Z en leche de nuestros aislados. 
En primer lugar, se comprobó mediante el test de difusión en agar la presencia de actividad 
inhibitoria en cultivos de una noche crecidos en leche estéril. Los resultados obtenidos se 
reflejan en la tabla 7. 
Tabla 7: Producción de nisina Z en medio de cultivo (M17) y en leche estéril. 
Cepas 
Bacteriocinogénicas 
Halo de inhibición* 
   M17           Leche 
 Cepas 
Bacteriocinogénicas 
Halo de inhibición* 
   M17           Leche 
IPLA 511, IPLA 517, 
IPLA 881, IPLA 641 12 13  
IPLA 729, IPLA 997, 
IPLA 1000 13 15 
IPLA 982, IPLA 988 12 15  
IPLA 504, IPLA 505, 
IPLA 516 14 13 
IPLA 976, IPLA 991 13 13  IPLA 974 14 14 
IPLA 973, IPLA 977, 
IPLA 1031, IPLA 1062, 
IPLA 1064 
13 14  IPLA 502 15 12 
* Diámetro del halo de inhibición en mm sobre L. lactis MG 1614. 
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Todas las cepas aisladas en este trabajo produjeron nisina en leche, alcanzando niveles 
similares a los detectados en el medio de cultivo M17, a juzgar por el diámetro de los halos de 
inhibición. 
En segundo lugar, se analizó la cinética de producción de nisina Z en leche, utilizando para 
ello L. lactis ssp. lactis IPLA 729. Se eligió esta cepa porque alcanzaba valores altos de 
acidificación en leche, tanto estéril como pasterizada (apartado III.1.2.a) y, además, presentaba 
la frecuencia más baja en la aparición de fenotipos prt- (apartado III.1.2.b). 
La cepa IPLA 729 se inoculó al 1% en M17 y en leche estéril y se incubó a 32ºC durante 24 
h. Periódicamente se tomaron muestras en las que se determinaron diferentes parámetros: 
u.f.c./ml, pH y UA/ml (Fig. 9). 
El crecimiento de la cepa siguió la misma tendencia en ambos medios. Sin embargo, el pH 
disminuyó hasta alcanzar valores de 4.2 en el cultivo crecido en leche mientras que en M17 se 
estabilizó en 5.5 (Fig. 9A). A este respecto merece la pena destacar el alto grado de resistencia 
de esta cepa a las condiciones ácidas ya que su viabilidad no se vió afectada. 
La producción de nisina Z en ambos medios fue aumentando progresivamente a lo largo del 
crecimiento del lactococo (Fig. 9B). Se observaron diferencias en cuanto a la estabilidad de la 
bacteriocina en leche, ya que los títulos más altos de actividad se detectaron en un rango más 
estrecho que en M17. No obstante, en los dos medios se observó una disminución apreciable de 
los niveles de actividad detectados en el sobrenadante una vez que las células habían alcanzado 
la fase estacionaria. 
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Figura 9: Crecimiento de L. lactis ssp. lactis IPLA 729  y evolución del pH (A), y producción de nisina Z (B) 
en M17 y en leche estéril. Incubación a 32ºC. 
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III.3. LACTOCOCINA 972, LA PRIMERA BACTERIOCINA DE UNA 
NUEVA CLASE 
III.3.1. Caracterización preliminar 
La cepa L. lactis ssp. lactis IPLA 972 posee una capacidad antagonista completamente distinta a 
las de las demás cepas estudiadas, tanto por su espectro de actuación como por sus propiedades 
físico-químicas. A dicha bacteriocina, al ser producida por una cepa de Lactococcus, la hemos 
denominado lactococina 972. La caracterización bioquímica preliminar de la misma se resume en la 
tabla 8. 
Tabla 8: Efecto de distintos tratamientos sobre la actividad inhibitoria detectada en sobrenadantes de cultivo de 
la cepa L. lactis ssp. lactis IPLA 972. 
 
Tratamiento enzimático 
(Cf: 1mg/ml) 
Actividad 
relativa 
 pH Actividad relativa 
 Tratamiento térmico 
(15 min) 
Actividad 
relativa 
Pronasa E ++  4 -  40°C +++ 
Proteinasa K +++  5 +++  45°C ++ 
Tripsina +++  6 +++  50°C + 
α-Quimotripsina +++  7 +++  55°C - 
   8 ++  60°C - 
α-Amilasa +++  9 +  100°C - 
Catalasa +++  10 -  121°C - 
Control +++  Control +++  Control +++ 
 
Los resultados se expresan como la actividad relativa (UA/ml) respecto al sobrenadante control, filtrado y 
neutralizado, después de los diferentes tratamientos. (-): no se recupera actividad; (+, ++): recuperación parcial; 
(+++): recuperación íntegra de la actividad inhibitoria. 
 
En primer lugar se comprobó que esta actividad inhibitoria no se debía a la producción de H2O2 
ya que el tratamiento con catalasa no implicó su inactivación. Se descartó también que el efecto 
fuera debido a algún ácido orgánico porque en sobrenadantes neutralizados se seguía detectando la 
actividad inhibitoria e incluso, a pH inferior a 5, ésta desaparecía completamente, igual que a valores 
de pH por encima de 9. La inactivación a pHs extremos fue irreversible, ya que la neutralización 
posterior de los sobrenadantes no se tradujo en una recuperación, ni siquiera parcial, de la actividad. 
En la digestión con proteasas específicas e inespecíficas únicamente se observó inactivación 
parcial de la lactococina 972 con pronasa E. Por otro lado, no parece tampoco que la actividad 
dependa de la presencia de motivos glucídicos en su estructura porque el tratamiento con α-amilasa 
no disminuyó su actividad. 
Por último, el tratamiento térmico destruyó la capacidad inhibitoria, comprobándose este efecto a 
temperaturas por encima de los 50°C. Cabe añadir también que la actividad inhibitoria atravesaba 
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filtros con poros mayores de 30 kDa aunque era retenida, parcialmente, por los filtros con límite en  
10 kDa. 
Todas estas propiedades hacían pensar que, posiblemente, la lactococina 972 fuera un péptido 
(sensibilidad parcial a pronasa E, tamaño alrededor de 10 kDa), pero en ese caso presentaría 
propiedades muy diferentes a las bacteriocinas de las clases I y II (véase apartado I.2. de la 
Introducción), ya que es termosensible y se inactiva a pH ácido. Por ello, procedimos a realizar un 
estudio más meticuloso de la misma con el fin de conocer a fondo su naturaleza física y la base de 
este mecanismo de inhibición. Abordamos su caracterización haciendo hincapié en diferentes 
aspectos: optimización de la producción, purificación, genética y modo de acción, que se desarrollan 
en los siguientes apartados. 
 
III.3.2. Optimización de la producción 
Como paso previo a la purificación de la lactococina 972, se evaluó su producción a lo largo 
del ciclo de crecimiento de la cepa productora en diferentes medios y condiciones. 
 
a) Producción en cultivos estáticos sin control de pH 
En primer lugar, se analizó el efecto de distintas concentraciones de lactosa como fuente de 
carbono en el medio complejo M17 (Fig. 10A). A continuación, se cuantificó la actividad en un 
medio de producción (MP) que había sido previamente diseñado para favorecer la síntesis de 
bacteriocinas (ver Material y Métodos, apartado II.1.2). En este medio se probaron dos 
concentraciones diferentes de fuente de fosfato y de nitrógeno (Fig. 10B). Estos experimentos se 
realizaron en cultivos estáticos sin control de pH y la cepa productora se inoculó al 1%. 
Las variaciones en la concentración de la fuente de carbono no afectaron al máximo de 
producción (Fig. 10A), ya que en todos los casos se obtuvo el mismo nivel a las 6 horas de 
incubación. No obstante, se observaron diferencias en la tasa de inactivación de la lactococina 
972 al continuar la incubación, ocurriendo más lentamente en el medio con 0.5% de lactosa. El 
pH mantuvo la misma tendencia en todos los casos, con un descenso más acusado a medida que 
se incrementaba la concentración de lactosa. 
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Figura 10: Crecimiento de Lactococcus lactis ssp. lactis IPLA 972 (D.O.600nm), evolución del pH y producción de 
lactococina 972 (UA/ml) en cultivos estáticos sin control de pH. (A): M17 con distintas 
concentraciones de lactosa; (B): medio de producción (MP) sin modificar, MPx5P: MP con K2HPO4 
al 5%, y MPx2P: MP con extracto de levadura 2% y peptona 2%. 
 
 
En medio MP (Fig. 10B) el cultivo alcanzó valores de D.O.600nm semejantes a los obtenidos en 
M17 lactosa 0.5%. Sin embargo, los niveles de producción se redujeron a la mitad. El pH 
disminuyó bruscamente durante la fase exponencial alcanzando valores de 4.67 a las 6 horas de 
incubación. 
El aumento de la concentración de la fuente de fosfato (KH2PO4 al 5%) ejerció un fuerte 
efecto tamponante evitando así que el pH descendiese por debajo de 6.0. Sin embargo, se 
produjo un retraso del punto de máxima actividad (entre las 9 y 12 horas de incubación) aunque 
el perfil de la curva fue muy similar al obtenido M17 con lactosa 0.5% (Fig. 10B). 
Cuando se duplicó la concentración de la fuente de nitrógeno, la tendencia del pH fue la 
misma que la observada con concentraciones menores, la D.O.600nm alcanzó el valor más alto 
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(4.55) de los obtenidos en todos los medios evaluados, pero la actividad presentó un pico mucho 
más estrecho, no detectándose actividad a las 9 horas de incubación (Fig. 10B). 
En todos estos experimentos se observa que la lactococina 972 se produce a lo largo de la fase 
exponencial de crecimiento de la cepa, observándose su valor máximo al final de la misma. Sin 
embargo, cuando el cultivo alcanza la fase estacionaria, los niveles de actividad disminuyen. 
Este descenso parace estar, en cierta medida, relacionado con la acidez del cultivo, ya que la 
inactivación fue más brusca en aquéllos que alcanzaron pHs más bajos. De hecho, aunque no se 
refleja en la figura 10, se tomaron muestras a las 24 h y se cuantificó la actividad inhibitoria. En 
ninguna de las condiciones probadas se detectó la misma. Este resultado concuerda con el 
obtenido anteriormente (Tabla 8), que indicaba que la lactococina 972 era sensible a valores 
extremos de pH. 
A la vista de los resultados señalados, los sobrenadantes activos para posteriores 
experimentos se obtuvieron a partir de cultivos en fase exponencial tardía (entre 6-8 horas, 
inoculados al 1%) en el medio de cultivo y condiciones habituales para el crecimiento de 
lactococos, es decir, cultivos en M17 con lactosa 0.5%, incubados a 32°C, sin agitación, donde 
los valores máximos de producción se mantienen en un intervalo de 3-4 horas. 
 
b) Producción de lactococina 972 con control de pH 
Para determinar el pH óptimo de producción de la lactococina 972, con vistas a una posible 
producción a gran escala, se realizaron cultivos en un bio-reactor a distintos valores de pH (7.2, 
6.8, 6.4 y 6.0) que se mantuvieron constantes a lo largo de la incubación (Fig. 11). El medio de 
cultivo empleado fue M17 con lactosa 0.5%. 
Los valores de D.O.600nm obtenidos fueron similares en todos los ensayos realizados (Fig. 11). 
Sin embargo, no ocurrió lo mismo con la producción de lactococina 972. La bacteriocina se 
detectó en todos los casos al final de la fase exponencial, pero con valores apenas apreciables a 
pH 7.2 y 6.0. 
El pH más adecuado resultó ser 6.8 donde la actividad permaneció en el valor máximo entre 
las 6 y 14 horas de incubación (Fig. 11). 
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Figura 11: Crecimiento de Lactococcus lactis ssp. lactis IPLA 972 (?) y producción de lactococina 972 (?) en 
M17, con control de pH. 
 
 
III.3.3. Caracterización estructural y funcional de la lactococina 972 
a) Purificación y obtención de su extremo aminoterminal 
La purificación de la lactococina 972 se realizó mediante los pasos reflejados en la tabla 9. 
Como se indicó en el apartado anterior, se tomó como punto de partida el sobrenadante de 
cultivo de la cepa productora crecida en M17 con lactosa 0.5%. Los sobrenadantes se recogieron 
cuando el cultivo se encontraba en fase exponencial tardía (8 h de incubación a 32°C), momento 
de producción máxima. 
La muestra se concentró por precipitación con acetona a -20°C. El sedimento se resuspendió 
en tampón fosfato sódico 50 mM, pH 7. El rendimiento de este paso fue del 50%, pero así se 
evitó la presencia de sales que interfiriesen en el paso siguiente. 
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Tabla 9: Purificación de la lactococina 972 
 
 
Fracción Volumen (ml) 
Proteína total 
(mg) 
Actividad total 
(AU) 
Actividad 
específica 
(AU/mg) 
Rendimiento 
(%) 
Grado de 
purificación
I. Sobrenadante 80 16 10640 665 100 1 
II. Precipitación con acetona 40 9 5320 591 50 0.89 
III. Intercambio catiónico 16 0.2 2128 10640 20 16 
 
 
 
Como se puede observar en el cromatograma obtenido tras el paso por la columna de 
intercambio catiónico (Fig. 12), la actividad eluyó a 0.4 M NaCl en un único pico de proteína 
(fracciones 65-75). El rendimiento final fue del 20%, alcanzando una actividad específica de 
10640 UA/mg. 
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Figura 12:  Elución de la lactococina 972 por cromatografía de intercambio catiónico (Columna High-S, Bio 
Rad). (?): actividad, medida como el diámetro del halo de inhibición sobre un césped de la cepa 
indicadora; (?): µg/ml de proteína total valorada por el método de Bradford; (—): gradiente 
escalonado de NaCl. 
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La fracción 72, que presentó el valor máximo de proteína estimada por el método de 
Bradford, se transfirió a membrana por vacío. Se sometió directamente a secuenciación por el 
método de degradación de Edman y se obtuvieron los 10 aminoácidos siguientes: 
 
2HN-Glu-Gly-Thr-Trp-Gln-Xaa-Gly-Tyr-Gly-Val- 
(Xaa representa un residuo no identificado) 
 
A partir del aminoácido 10, el ruido de fondo no permitió afirmar con seguridad la naturaleza 
de los siguientes aminoácidos debido, posiblemente, a la baja concentración de péptido fijado a 
la membrana mediante el método empleado. Al comparar esta secuencia con otras proteínas de 
las bases de datos, no se encontró homología alguna. 
 
b) La lactococina 972 es un homodímero 
En la figura 13 se presenta un gel de SDS-PAGE-tricina con muestras obtenidas después de 
los distintos pasos de purificación. 
La muestra de sobrenadante concentrado con acetona (fracción II, tabla 9) presentaba 
numerosas bandas de proteína (Fig. 13A, calle 1). Al cubrir el gel con un césped de bacteria 
indicadora, la actividad se detectó en la posición de migración de una proteína de 15 kDa (Fig. 
13B, calle 1). Sin embargo, muestras procedentes de la fracción III (después del intercambio 
catiónico) revelaron la presencia de una única banda con un tamaño estimado de 7.5 kDa (Fig. 
13A, calle 2), es decir, la mitad del esperado para la lactococina 972. Además, esta banda no 
provocaba inhibición del crecimiento de la cepa sensible en los bioensayos (Fig. 13B, calle 2). 
Cambios en las condiciones electroforéticas a las que se sometió la fracción III, evitando un 
sobrecalentamiento de los geles y eludiendo el tratamiento térmico de las muestras, permitieron 
la visualización de una nueva banda de 15 kDa (Fig. 13A, calle 3) que era activa y que coincidía, 
exactamente, con la actividad inhibitoria revelada en el bioensayo de la fracción II (Fig. 13B, 
calle 3). 
Por otro lado, también hemos observado que las muestras de lactococina 972 inactivadas por 
pH ácido presentaban el mismo aspecto que aquéllas que habían sido hervidas, es decir, carecían 
de la banda de 15 kDa al ser analizadas por SDS-PAGE tricina (datos no mostrados). 
Los resultados de secuencia más los obtenidos por tinción en gel nos permiten concluir que la 
lactococina 972 es, de hecho, un péptido cuya forma activa está constituida por un homodímero 
de 15 kDa cuyos monómeros (7.5 kDa) no tienen actividad inhibitoria y están unidos débilmente, 
ya que pueden separarse a temperaturas moderadamente elevadas y/o a pH ácido. 
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Figura 13:  SDS-PAGE-tricina de la lactococina 972 (A) y detección de su actividad inhibitoria sobre L. lactis 
MG 1614 por bioautografía (B). Calle 1: sobrenadante de cultivo de L. lactis IPLA 972 concentrado 
(Fracción II); Calle 2: lactococina 972 (Fracción III) tratada 5 min a 100ºC; Calle 3: lactococina 972 
(Fracción III) sin hervir; Calle 4: controles (Sigma)-16950, 14400, 10600, 8160, 6210, 3460 y 2510 
Da. 
 
III.3.4. Localización y organización génica del determinante de la lactococina 
972 
Los genes responsables de la producción de bacteriocinas en las bacterias lácticas tienen 
localizaciones variadas, tanto plasmídicas como cromosómicas e incluso en elementos 
transponibles como es el caso de la nisina (Klaenhammer, 1993). En cuanto a la organización 
genética, los genes estructurales se encuentran en operones, asociados habitualmente a otros 
genes accesorios encargados del transporte y/o modificaciones posteriores, regulación, etc., así 
como del posible mecanismo de inmunidad (véase Introducción I.4). 
En los siguientes subapartados, se presentan los resultados de los experimentos diseñados 
para averiguar la base genética de la producción de la lactococina 972. 
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III.3.4.1. Aislamiento y caracterización de pBL1 
La cepa productora de lactococina 972, L. lactis ssp. lactis IPLA 972, presenta 5 bandas 
plasmídicas con tamaños estimados para las 3 más pequeñas de: 5.6, 7.1 y 11.2 kpb. Las 2 
últimas bandas quedan fuera del rango de medida pero se les estimó un tamaño comprendido 
entre 30 y 60 kpb (Fig. 14A). 
Para determinar si los genes responsables de la producción estaban codificados en alguno de 
estos plásmidos nos planteamos electroporar la cepa L. lactis MG 1614, utilizada como 
indicadora y carente de plásmidos, con el complemento plasmídico de la cepa productora. 
Para el experimento de electroporación asumimos que, tal como se ha descrito para otras 
bacteriocinas, los fenotipos bac+bacr se encontrarían asociados, por lo que la selección de los 
transformantes se realizó con una preparación parcialmente purificada de lactococina 972, cuya 
concentración final en las placas fue de 250 UA/ml. 
La electroporación de L. lactis MG 1614 con ca. 1 µg del complemento plasmídico de la cepa 
productora, alcanzó un rendimiento de 5.0 x102 transformantes por µg de ADN. No se detectó 
ningún falso positivo, es decir, el 100% de los transformantes obtenidos, una vez aislados, eran 
resistentes a la acción de la bacteriocina. 
Mediante el test de difusión en agar, se pudo constatar que los sobrenadantes de las cepas 
recombinantes daban lugar a halos de inhibición sobre céspedes de la cepa parental, MG 1614. 
Además, en geles de SDS-PAGE-tricina, se observó en los sobrenadantes una banda de 7.5 kDa, 
que presumiblemente correspondería a la forma monomérica de la lactococina 972. Esta banda 
no se detectó en los sobrenadantes de la cepa receptora, los cuales carecían de actividad 
antimicrobiana (datos no mostrados). 
Todos los transformantes obtenidos portaban un plásmido de 11 kpb, al que se le denominó 
pBL1, el cual se encontraba también en la cepa donadora (Fig. 14A). La confirmación 
inequívoca sobre la localización plasmídica de la producción e inmunidad a la lactococina 972 se 
obtuvo al electrotransformar de nuevo MG 1614 con pBL1 aislado de los transformantes 
anteriores. En este caso, el rendimiento fue 10 veces superior, con una frecuencia de 5.5 x103 
transformantes por µg de ADN. Los lactococos recombinantes (MG 1614·N) eran resistentes a la 
lactococina 972 y también capaces de producirla a lo largo de su fase exponencial, alcanzando 
niveles similares a los detectados con L. lactis IPLA 972. De estos últimos, se eligió la cepa L. 
lactis MG 1614·2 que fue utilizada como fuente de pBL1 para su caracterización. 
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Figura 14: Aislamiento del determinante genético de la lactococina 972. cmr: cromosoma; oc: forma circular 
abierta; ccc: forma circular covalentemente cerrada. 
A: Electroforesis en geles de agarosa del contenido plasmídico del electrotransformante MG 
1614·2, bac+bacr (Calle 1) y de la cepa productora de lactococina 972 (Calle 2). Calle 3: escalera 
de ADN superenrollado (Gibco BRL). 
B: Mapa de restricción de pBL1, plásmido portador de los genes implicados en la biosíntesis e 
inmunidad a la lactococina 972. Las áreas en negro corresponden a las zonas secuenciadas (ver 
apartado III.3.4.3) 
 
 
 
Para elaborar el mapa de restricción de pBL1 se utilizaron los siguientes enzimas de 
restricción: AvaI, BamHI, BglII, ClaI, EcoRI, EcoRV, HindIII, KpnI, NdeI, PstI, PvuI, PvuII, 
SacI, Sau3AI, SalI, SmaI, XbaI y XhoI. 
Sólo se detectaron secuencias de corte para los enzimas que se representan en la figura 14B y 
para Sau3AI. El número de fragmentos generados por la digestión con estos enzimas fue 
sorprendentemente bajo (2 o 3 fragmentos a lo sumo). Incluso la digestión con Sau3AI originaba 
tan solo 5 fragmentos discretos: 7.1, 4.9, 2.9, 1.0 y 0.5 kpb. La suma de estos fragmentos era 
mayor que el tamaño calculado previamente para pBL1 (11 kpb). Mediante digestiones dobles 
con otros enzimas de restricción, se comprobó que el fragmento Sau3AI de 7.1 kpb correspondía 
a una digestión parcial que, incluso una vez clonado en pACYC184 e introducido en E. coli, 
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seguía sin digerirse por completo. Este hecho podría deberse a estructuras secundarias del ADN 
que dificultasen la acción de Sau3AI. 
Por otro lado se comprobó, dada la ventaja que representaba el tener el plásmido aislado, si la 
cepa receptora había adquirido además algunas características tecnológicas de interés, tales 
como actividad proteolítica y/o utilización de la lactosa. No se encontraron diferencias entre MG 
1614 y MG 1614·2 respecto a estos parámetros, ni tampoco se detectaron variaciones en el 
patrón de fermentación de otros carbohidratos, determinado con tiras API50-CHL. Por lo tanto, 
no se pudo adscribir otro tipo de función a pBL1, salvo la relacionada con la producción e 
inmunidad a la lactococina 972. 
 
III.3.4.2. Clonación y secuenciación del gen estructural (lcn972) 
Para localizar la posición exacta del gen estructural de la lactococina 972 se diseñó la 
siguiente mezcla de oligonucleótidos, derivados de los aminoácidos 4 al 9 de la secuencia amino 
terminal obtenida previamente (apartado III.3.3.a): 
 
2HN- Glu - Gly - Thr - Trp - Gln - Xaa - Gly - Tyr - Gly - Val - Xaa: residuo no identificado 
 ........ 5’TGG CAR TGY GGN TAY GG3’ .......   Bac1 
   R=A+G, Y=C+T y N=A+C+T+G 
 
Este oligonucleótido degenerado (Bac1) se utilizó como sonda para hibridar con pBL1 
digerido con varios enzimas de restricción (Fig. 15). De este modo, el gen estructural se delimitó 
en un fragmento AvaI-EcoRV de 1.35 kpb. En la digestión con Sau3AI se obtuvieron 2 señales 
positivas correspondientes a los fragmentos de 7.1 y 4.9 kpb, confirmando la digestión parcial 
del fragmento de mayor tamaño apuntada en el apartado anterior. 
El paso siguiente fue abordar la clonación del fragmento de 1.35 kpb en vectores adecuados 
para su posterior secuenciación. Se clonó el 82.7% de pBL1 en pBluescript SK (+/-) y M13, 
utilizando como huésped E. coli XL1-blue. Desgraciadamente, no se pudo clonar ningún 
fragmento en estos vectores que contuviese el segmento EcoRV-HindIII de 1.0 kpb interno a 
EcoRV-AvaI de 1.35 kpb, donde se había detectado señal de hibridación (Fig. 15B). Por otro 
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lado, se consiguieron clonar los distintos fragmentos generados por Sau3AI en el sitio BamHI de 
pACYC184, incluyendo el de 4.9 kpb que había hibridado con Bac1, aunque para este fragmento 
no se obtuvo ningún clon que coincidiese exactamente con el tamaño esperado sino que siempre 
eran mayores o menores. A pesar de ello, decidimos utilizar estos fragmentos como ADN molde 
en reacciones de secuencia usando Bac1 como iniciador. 
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Figura 15: Localización del gen estructural de la lactococina 972 en el plásmido pBL1. 
(A): Electroforesis en gel de agarosa al 0.6% de los fragmentos de pBL1 generados por digestión 
con varias endonucleasas de restricción. 
(B): Hibridación del gel del panel A con una mezcla de oligonucleótidos deducidos de la secuencia 
amino terminal de la lactococina 972. 
Calle 1: ADN de λ digerido con PstI; Calles 2, 3, 4, 5 y 6: digestiones de pBL1 con AvaI, SacI, 
AvaI/SacI, SacI/EcoRV, y Sau3AI, respectivamente. 
 
 
 
La secuencia obtenida permitió diseñar nuevos cebadores e ir avanzando, de este modo, hacia 
los extremos 5’ y 3’ del gen estructural (Fig.16). 
Inicialmente, se detectó una pauta abierta de lectura (ORF1) de 273 nucleótidos que 
codificaría un péptido de 91 aminoácidos. A 6 pb por delante del codón de iniciación ATG se 
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localizó una secuencia consenso Shine-Dalgarno de unión al ribosoma (GGAGGA). Del mismo 
modo, inmediatamente después del codón de parada TAA, se identificó una secuencia invertida 
con un incremento de energía libre (∆G) de -35 kCal/mol y una zona de poli-timidina incluida. 
Esta estructura podría actuar como un terminador de la transcripción ρ-independiente (Watson et 
al., 1987) (Fig. 16). 
Al comparar el péptido deducido a partir de la secuencia nucleotídica de ORF1 con el 
extremo amino de la lactococina 972, se observó que éste se localizaba a partir del aminoácido 
26 de ORF1. Así pues, pudimos confirmar que ORF1 es el gen estructural de la bacteriocina, al 
que denominamos lcn972. 
Según la secuencia de nucleótidos obtenida, la lactococina 972 se sintetizaría como un 
prepéptido de 91 aminoácidos que sería procesado en el extremo carboxilo del residuo Ala-25. 
Como resultado se obtendría un péptido maduro de 66 aminoácidos cuya masa molecular 
calculada (7381 Da) sería semejante a la estimada por SDS-PAGE-tricina para el monómero de 
la lactococina 972. 
De este modo, se determinó la secuencia completa de aminoácidos de la lactococina 972. Ésta 
presenta un alto contenido de aminoácidos polares (ca. 53%), corroborado por el perfil 
hidrofílico obtenido al aplicar a su secuencia el índice de hidrofobicidad de Kyte-Doolittle. Es 
además un péptido muy básico, con un punto isoeléctrico teórico de 10.57. 
Por otro lado, el extremo amino terminal de 25 residuos presentaba todas las características 
propias de un péptido señal (extremo amino cargado positivamente, región central hidrofóbica y 
señal de procesamiento Ala-3-X-Ala-1). Todo ello nos indica que éste sería reconocido por las 
proteínas implicadas en el proceso de exportación y, en consecuencia, la bacteriocina madura 
sería transportada a través del mecanismo habitual de secreción presente en las células 
procariotas (Blaauwen y Driessen, 1996). 
Finalmente, la identificación de la secuencia de reconocimiento para el enzima HindIII (Fig. 
16) en el gen lcn972 junto con los resultados de la hibridación con Bac1 (Fig. 15) nos permitió 
concretar la orientación y localización de lcn972 en pBL1, indicada en la figura 14B (apartado 
III.3.4.1). 
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                 .         .         .         .         .         .         .       TCATTTATTCGCCATAAATAACGTTTTTTCGAACTATTTTACTGGACGAAACTAGAGAGTGTCTCAACCA   70                 .         .         .         .         .         .         .       CGGTCTTTTCGTTTGAATTAACTTTCCGAAAAAGACAAGTTTTCATGAAAATATTAAAAATTCTTTATTC  140             .       -35           .          -10      .   •      .         .       TTCATATATGTGAATATTGACACAAAAAAACAAAAATGATAAAATTATATTTGTAGGCGCTCTCTTGCAT  210 
         .         .         .         .         .                 .          rbs
AGTGAGATGTGCTTATTAATCTCATATTTACTGAGATTAAACTTTTATAATTTATGGAGGATTCTATATG  280 
                                                          lcn972 ? M            
         .         .         .         .         .         .         .          
AAAACCAAGTCTCTCGTATTGGCATTATCTGCGGTTACGTTATTCTCTGCCGGAGGAATTGTAGCTCAAG  350 
K  T  K  S  L  V  L  A  L  S  A  V  T  L  F  S  A  G  G  I  V  A  Q  A          
         .         .         .         .         .         .         .↑         
CTGAAGGAACATGGCAACATGGATATGGTGTTAGTTCGGCATATTCAAATTATCATCATGGTAGCAAAAC  420 
  E  G  T  W  Q  H  G  Y  G  V  S  S  A  Y  S  N  Y  H  H  G  S  K  T           
         .         .         .         .         .         .         .          
TCATTCAGCCACAGTTGTAAATAATAATACnGGCCGACAAGGTAAGGATACACAACGTGCCGGTGTTTGG  490 
 H  S  A  T  V  V  N  N  N  T  G  R  Q  G  K  D  T  Q  R  A  G  V  W            
         .         .         .    Hin          .         .         .          dIII 
GCAAAAGCTACTGTTGGACGTAACTTAACTGAAAAAGCTTCATTTTATTATAACTTTTGGTAAAATTAAA  560 
A  K  A  T  V  G  R  N  L  T  E  K  A  S  F  Y  Y  N  F  W  *                   
         .         .         .             .         .         .           rbs   
AAGCTAAGGCTTAGCTTAGCTTTAGCTTTTTAATAAAGAGGGATTTATATGTATAAAAAACTAGAAAGAG  630 
                                         ORF2 ?  M  Y  K  K  L  E  R  V          
         .         .         .         .         .         .         .          
TATTAATTACCTTATCTATTGTACTGGTTTCAGCTTTTTCCATGATAATAGTTATTAATAAGCACAAACA  700 
  L  I  T  L  S  I  V  L  V  S  A  F  S  M  I  I  V  I  N  K  H  K  Q           
         .         .         .         .         .         .         .          
AATGTTTGCTGGTACTAATGGAGGAGTCCTTGTTCTAAAAGCCAAAAGTAACATAAAAGAATCTATAGCT  770 
 M  F  A  G  T  N  G  G  V  L  V  L  K  A  K  S  N  I  K  E  S  I  A            
         .         .         .         .         .         .         .          
GAAATCGCCAAAAAAAATAATGTTCTAATTGCTAAACAAATAATGGTTCCTAGTACGGATGGAAAAACGG  840 
E  I  A  K  K  N  N  V  L  I  A  K  Q  I  M  V  P  S  T  D  G  K  T  D          
         .         .         .         .         .   Ava I  .         .          
ATAATCAGCCTACATTTCAAAAATTTGGGAACGGAACCCTTCCCAAAGATTTTCCCGAGCAAAAGAATAA  910 
  N  Q  P  T  F  Q  K  F  G  N  G  T  L  P  K  D  F  P  E  Q  K  N  K           
         .         .         .         .         .         .         .          
AGAATTTATTGAAGATAGTAATGATTCTGTTTACTACTTTATATTTGGAAAAACTTTAAGTTCAATTGAT  980 
 E  F  I  E  D  S  N  D  S  V  Y  Y  F  I  F  G  K  T  L  S  S  I  D            
         .         .         .         .         .         .         .          
TTATCTAAATATTTAAATGAGAAAGGCAATACTTCAATGGTCTCTGATAATGATTGGAGATTTCAAGGAA 1050 
L  S  K  Y  L  N  E  K  G  N  T  S  M  V  S  D  N  D  W  R  F  Q  G  I          
         .         .         .         .         .         .   .           ClaI  
TTACTGCATTACTTGACACTCGGATGATTGTTGGATTATTGTTATTTCTTATTTCTTACACATCGATATT 1120 
  T  A  L  L  D  T  R  M  I  V  G  L  L  L  F  L  I  S  Y  T  S  I  L           
         .         .         .         .         .         .         .          
AATGGCTAATATTATAATAAATTTAAAAAAACAAGGTGTTCAACGTTTAGCTGGAATTTCTTGTTTTAGA 1190 
 M  A  N  I  I  I  N  L  K  K  Q  G  V  Q  R  L  A  G  I  S  C  F  R            
         .         .         .         .         .         .         .          
CTATCTTTTTTAGGCCTTAAAAAGCGACTAACTTATATATTTATTACAACAATCATTACTTTATTAACAA 1260 
L  S  F  L  G  L  K  K  R  L  T  Y  I  F  I  T  T  I  I  T  L  L  T  S          
         .         .         .         .         .         .         .          
GTAGTTTGATTCTTTACATTATAAATCTCAGAAGAATAATGTATTTTTATGTAATTATTTTTCCAACTAT 1330 
  S  L  I  L  Y  I  I  N  L  R  R  I  M  Y  F  Y  V  I  I  F  P  T  I           
         .         .         .         .         .         . Pst   .           I   
ATTTATAGTATTAGTCTTACTTTTGATTGAGTTAATCGTTGGAATTTTAGTTTATTTATTTCTGCAGAGA 1400 
 F  I  V  L  V  L  L  L  I  E  L  I  V  G  I  L  V  Y  L  F  L  Q  R            
         .         .         .         . Sac    .         .         .           I  
CAAAAAATAAATCTTGTAATAAAAGATATGGCTCCAATAAGAGCTCTAATGAGTTTCGTCTTTTTACTAC 1470 
Q  K  I  N  L  V  I  K  D  M  A  P  I  R  A  L  M  S  F  V  F  L  L  Q          
         .         .         .         .         .         .         .          
AATTAATTTCCCTCCTCTGTCTTATTTTTTCTTTTTCAAGCATCAGTTCATCACACAAAGATTTGGTATT 1540 
  L  I  S  L  L  C  L  I  F  S  F  S  S  I  S  S  S  H  K  D  L  V  L           
         .         .         .         .         .         .         .          
ATTGAAGAAAGCAACCAATAAATGGAAATCACAAGATTATTATTCTCCTAGTCTATTAAATGGAAATACA 1610 
 L  K  K  A  T  N  K  W  K  S  Q  D  Y  Y  S  P  S  L  L  N  G  N  T            
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         .         .         .         .         .         .         .          
GAAAAATCTAAAGAGAATGTATTAAGATTTTTATCTGAAGCGAATCAAAAAGAAGAAGTCTTAATAATTG 1680 
E  K  S  K  E  N  V  L  R  F  L  S  E  A  N  Q  K  E  E  V  L  I  I  A          
         .         .         .         .         .         .         .          
CAGATAACTTTAATAAGTATCCATTACAAAACCAATATTTTCCAACCAGCAATGGAAATGAAAATATCCT 1750 
  D  N  F  N  K  Y  P  L  Q  N  Q  Y  F  P  T  S  N  G  N  E  N  I  L           
         .         .         .         .         .         .         .          
TTATGTAACCCCTAACTATCTAAAGAAAGTTGGAATTAAATTTAATAACACTATGAAAAGTGATATTACT 1820 
 Y  V  T  P  N  Y  L  K  K  V  G  I  K  F  N  N  T  M  K  S  D  I  T            
         .         .         .         .         .         .         .          
ATTTTAGTTCCTGAGACTGAAAAATCGCGTAAAAATAAATTATCAACTTTATGGTCACAAGCATTCAACT 1890 
I  L  V  P  E  T  E  K  S  R  K  N  K  L  S  T  L  W  S  Q  A  F  N  S          
         .         .         .         .         .         .         .          
CTTTAAATGAAACATCTTTCAGTTATAATTCTAGCGTTTATAAATCGCCCTCAAAAGACCTATTCACTTT 1960 
  L  N  E  T  S  F  S  Y  N  S  S  V  Y  K  S  P  S  K  D  L  F  T  F           
         .       Pst       .         .         .         .         .           I  
CCGCATTTTTGGCTGGTCTGCAGTAGATAATCAGGCATTTGTTCAAGAACCTTTAATTGTCGTTATGTCA 2030 
 R  I  F  G  W  S  A  V  D  N  Q  A  F  V  Q  E  P  L  I  V  V  M  S            
         .         .         .         .         .         .         .          
CCTAAACTCTTTAATATTAACAATAAAAACATTAACAGTGACGTTTTATTTTCTTGGTTTAGTCGTGAAC 2100 
P  K  L  F  N  I  N  N  K  N  I  N  S  D  V  L  F  S  W  F  S  R  E  Q          
         .         .         .         .         .         .         .          
AAATTTTATTTTCCAATAACAAAACAACAGCAGATTTGATAAAAAAATATAGGTTAGAAAACGTTCTAGG 2170 
  I  L  F  S  N  N  K  T  T  A  D  L  I  K  K  Y  R  L  E  N  V  L  G           
         .         .         .         .         .         .         .          
TTCTTTTTCAAATGGAAATTTGTCTGTCAAAAATAGATTTGTAGAAATAAAATCACAACAACTATTTATA 2240 
 S  F  S  N  G  N  L  S  V  K  N  R  F  V  E  I  K  S  Q  Q  L  F  I            
         .         .         .         .         .         .         .          
GTTGTTACCTCAAGTATAGCTTTGATTAGCTTCTTACATTTTTATTTTATCTTATGAATAAAATCTATCT 2310 
V  V  T  S  S  I  A  L  I  S  F  L  H  F  Y  F  I  L  *                         
         .         .         .         .         .         .         .          
CTATCAAAATAGAAAAAAATTTGCAGTAGCTCGAATATCTGGCGAGTCTCTGTTTACTACGCATAAAACT 2380 
         .         .         .         .         .         .         .          
TACTTAATTCAACTATTCATAATTATTATTTTCGCAATAGGAATGATTTTTATTTGGCACTTAAATCCAT 2450 
         .         .         .         .         .         .         .          
TAACCCTCATAATTCCTCCAATTTTAGGAGGTTTGCAGCTAATACTTTTAACAAGACAAATAAAAAATAA 2520 
         .         .         .         .         .         .             rbs     
TAAAACATTTAATATTTCCGTTTTGAAAGGGGAGTAATGTGATTGAATTAAAAAATATTGAAAAATCTTA 2590 
                               ORF3 ?  M  I  E  L  K  N  I  E  K  S  Y           
         .         .         .         .         .         .         .          
CGATAATCATAATATTTTACATAATTTTAACTACCAATTTAAAGATAATAAAAGTTATGCCTTAGTAGGA 2660 
 D  N  H  N  I  L  H  N  F  N  Y  Q  F  K  D  N  K  S  Y  A  L  V  G            
         .         .         .         .         .         .         .          
AAATCTGGTTCAGGGA
K  S  G  S  G  K  T  T  L  L  N  I  I  G  R  L  E  L  P  D  K  G  D  I          
AAACAACACTACTTAATATCATCGGAAGACTAGAACTTCCAGACAAAGGTGATA 2730 
         .         .         .         .         .         .         .          
TATTGATAGATGATGATAACTTAAAAACAATTCCTGAGAGAAGATACTTCAAAGATTATCTTGGATATTT 2800 
  L  I  D  D  D  N  L  K  T  I  P  E  R  R  Y  F  K  D  Y  L  G  Y  L           
         .         .         .         .         .         .         .          
ATTTCAAAACTATGGTTTAATAGATAACGAGAGTATAAAAGACAATTTAAAATTAGCTTTTATTGGAAAA 2870 
 F  Q  N  Y  G  L  I  D  N  E  S  I  K  D  N  L  K  L  A  F  I  G  K            
         .         .         .                  HindIII 
AAGTTAAAAAATCAGGACCAAGAAATTATAATGTCTAAAGCTT                            2913 
K  L  K  N  Q  D  Q  E  I  I  M  S  K  A            
 
 
Figura 16: Secuencia de nucleótidos del gen estructural de la lactococina 972 y regiones adyacentes. -10 y -35: 
secuencias promotoras consenso; •: lugar de inicio de la transcipción; →  ←: posición de secuencias 
invertidas; rbs: secuencia consenso de unión al ribosoma; ↑: lugar de procesamiento del péptido señal 
de la bacteriocina; *: codón de parada. Se subrayan los posibles dominios transmembrana en ORF2. 
Los aminoácidos en negrita de ORF3 representan el motivo de Walker A de unión a nucleótidos. 
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III.3.4.3. Organización de la región adyacente a lcn972 
En primer lugar, decidimos comprobar si lcn972 era o no el primer gen de un posible operón 
donde se codificasen otras proteínas implicadas en funciones tales como la inmunidad, 
transporte, regulación, etc. de la lactococina 972, tal como ocurre con otras bacteriocinas. 
La estrategia seguida consistió en determinar el extremo 5’ del ARNm correspondiente a 
lcn972. Para ello, se diseñó el oligonucleótido Bac4 complementario a la región comprendida 
entre los nucleótidos +12 y +26 de la cadena codificante (coordenadas 289-303 de la figura 16). 
Este oligonucleótido se utilizó como cebador para la síntesis de cADN a partir del ARN total 
extraído de la cepa productora. Los resultados se presentan en la figura 17. 
 
 
← 111 pb
 
 
 
Figura 17: Determinación del inicio de la 
transcripción del gen lcn972. La secuencia 
nucleotídica adyacente se utilizó como 
marcador de peso molecular. Corresponde al 
gen α-gal de Lb. plantarum. 
 
 
 
Comparando el tamaño del fragmento de cADN sintetizado con una reacción de secuencia 
conocida, se localizó un único lugar de inicio de la transcripción en una guanosina situada en la 
posición -85 respecto al punto de inicio de la traducción de lcn972 (coordenada 193 de la figura 
16). A 7 pb en dirección 5’ se identificó una región promotora ampliada: -10 -TGNTAAAAT- 
que presenta un único cambio respecto a la secuencia consenso en lactococos -TATAAT- (van 
der Vossen et al., 1987). A 17 pb por encima se encuentra una región -35 (-TTGACA-) típica. 
Por otra parte, entre el lugar de inicio de la transcripción de lcn972 y la secuencia consenso de 
unión al ribosoma se observaron 2 secuencias invertidas, con un incremento de energía libre de  
-15 y -20 kCal/mol, respectivamente. Éstas podrían estar implicadas en procesos de regulación 
de expresión del gen (Fig. 16). 
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Este resultado abría dos posibilidades: i) el gen lcn972 constituye una unidad transcripcional 
con su propio promotor, o bien, ii) es el primer gen de un supuesto operón regulado por un 
promotor común. Por esta razón proseguimos la secuenciación más allá del extremo 3’ de 
lcn972. 
Así identificamos una segunda pauta de lectura (ORF2) a 57 nucleótidos del codón de parada 
de lcn972. En ORF2 se detectó una secuencia consenso de unión al ribosoma -GAGGGA- a 5 pb 
del codón ATG de iniciación. Por otro lado, en su extremo 3’, aproximadamente a 60 pb desde el 
codón TGA de parada, se identificaron 2 secuencias invertidas con ∆G de -22 y -16 kCal/mol, 
respectivamente, que podrían actuar como terminadores de la transcripción (Watson et al., 1987) 
(Fig. 16). 
Esta ORF2 codificaría una proteína de 563 aminoácidos con un masa molecular de 64.3 kDa y 
un punto isoeléctrico de 10.53. La predicción de estructura secundaria para este proteína reveló 
la presencia de 7 regiones constituidas por aminoácidos hidrófobos, aproximadamente 14-20 
residuos, que serían suficientes para atravesar la membrana plasmática. Dos de estas regiones se 
localizaron en los extremos amino y carboxilo respectivamente, mientras que las otras 5 se 
encontraban en la región central (Fig. 16). No se encontraron homologías con otras proteínas en 
las bases de datos consultadas. 
A 259 pb del final de ORF2 se detectó una nueva pauta abierta de lectura, ORF3, que estaría 
precedida de una región de unión al ribosoma -GAAAGGGGAG-. En este caso, el codón de 
iniciación, localizado a 4 pb del sitio de unión al ribosoma, sería GTG. En esta ORF3 hemos 
determinado 98 aminoácidos del extremo aminoterminal. En esta secuencia se encontró 
homología con proteínas implicadas en procesos de secreción que pertenecen a la familia de 
transportadores de tipo ABC, siendo particularmente notable la presencia del motivo de Walker 
A de unión a nucleótidos (Walker et al., 1982). 
 
 
III.3.5. Modo de acción de la lactococina 972 
El espectro de inhibición de la lactococina 972 se restringe casi exclusivamente a cepas del 
género Lactococcus, incluidas las productoras de nisina A (L. lactis NCDO 497) y de nisina Z 
(todas las cepas aisladas en este trabajo). Se ensayaron más de 50 cepas de lactococos aislados 
de ambientes lácteos (L. lactis ssp. lactis y L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis) sin encontrar 
ningún resistente. El único representante de otros géneros bacterianos Gram positivos que resultó 
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inhibido por la lactococina 972 fue Lb. sake LMG 13558 (Tabla 5, apartado III.1.3). Sobre 
bacterias Gram negativas (Serratia, Pseudomonas, Alcaligenes, Klebsiella y Hafnia) no se 
observó tampoco ningún tipo de inhibición. 
Para conocer el modo de acción de la lactococina 972 se analizaron varios aspectos: 
• el efecto sobre la viabilidad de cultivos sensibles, 
• la posible alteración de la permeabilidad selectiva de la membrana plasmática, 
• el efecto sobre la síntesis de macromoléculas en cultivos sensibles, 
• observación microscópica de los cambios estructurales inducidos. 
 
 
III.3.5.1. Efecto sobre la viabilidad de los cultivos sensibles 
Para determinar si la lactococina 972 ejercía un efecto bacteriostático o bactericida, y, en este 
último caso, si se inducía la lisis celular, se siguió la evolución de la turbidez y el número de 
células viables en cultivos sensibles tratados. La bacteriocina purificada se añadió a cultivos de 
L. lactis MG 1614 o Lb. sake LMG 13558, en fase exponencial, a una concentración final de 66 
UA/ml. En la figura 18 se representan los resultados obtenidos. 
En el caso del lactococo (Fig. 18A) se observó un acusado descenso de la viabilidad del 
cultivo inmediatamente después de la adición de la bacteriocina. La mortalidad fue de un 
99.999% a los 10 min de tratamiento. Sin embargo, la D.O.600nm se mantuvo constante a lo largo 
de la incubación, indicando que, al menos sobre esta cepa, la bacteriocina es bactericida pero no 
desencadena la lisis celular. Por otro lado, no se observó ningún efecto bactericida sobre células 
de lactococos en fase estacionaria (datos no mostrados). 
El efecto sobre Lb. sake LMG 13558 (Fig. 18B) fue menos drástico, presentando un 
porcentaje de reducción de la población viable respecto al cultivo control de un 11% que se 
estabilizó a partir de los 30 min. En este caso, la D.O.600nm tampoco sufrió variación alguna a 
partir del momento de adición de la bacteriocina. Sin embargo, parece que el efecto es 
fundamentalmente bacteriostático (la D.O. se estabiliza) aunque existiría cierta proporción de la 
población para la cual la bacteriocina parece actuar como bactericida. 
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Figura 18:  Efecto de la lactococina 972 sobre cultivos en fase exponencial de L. lactis MG1614 (A) y Lb. sake 
LMG 13558 (B). A distintos intervalos de tiempo, se tomaron medidas de la turbidez de los cultivos 
(D.O.600nm) y recuentos de las células supervivientes (u.f.c./ml). La lactococina 972 (66 UA/ml) se 
añadió a tiempo 0. 
 
III.3.5.2. Determinación de la acción sobre membranas 
Dado que la membrana es el blanco de actuación de la mayor parte de las bacteriocinas cuyo 
modo de acción se conoce, se procedió a comprobar si éste era el caso de la lactococina 972. 
Para ello, se cultivó L. lactis MG 1363 en GM17 hasta fase exponencial, momento en el que se 
le añadió rifampicina a una concentración suficiente como para abolir la síntesis de ARN (lo cual 
ya había sido comprobado en experimentos preliminares). Posteriormente se añadió [3H]uridina. 
De este modo, se permite la acumulación del precursor marcado radioactivamente en el 
citoplasma de la células, sin posibilidad de incorporarse al ARN. Si la lactococina 972 alterase la 
permeabilidad de la membrana, formando poros con el tamaño suficiente para la liberación del 
precursor, se observaría un descenso en la radioactividad detectada en el interior de células 
tratadas. Como control positivo, se realizó un experimento paralelo al que se añadió una 
preparación comercial de nisina. Los resultados se representan en la figura 19. 
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Las células tratadas con lactococina 972 (150 UA/ml) no liberaron la uridina acumulada de 
manera significativa. Sin embargo, la adición de nisina (200 UA/ml) ocasionó la liberación 
inmediata del precursor acumulado. Parece, por lo tanto, que la lactococina 972 no altera la 
integridad de la membrana plasmática, al menos hasta el punto de permitir la salida de 
[3H]uridina, al contrario de lo que ocurre con la nisina. 
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Figura 19: Liberación de 
[3H]uridina, acumulada en el 
citoplasma de L. lactis MG 1363, 
tras el tratamiento con: 
(?) nisina (200 UA/ml) 
(?) lactococina 972 (150 UA/ml) 
(?) cultivo control 
Las bacteriocinas se añadieron a 
tiempo 0. 
 
 
III.3.5.3. Efecto sobre la síntesis de macromoléculas 
Dado que no se detectó alteración de la permeabilidad selectiva de la membrana plasmática, 
se analizó la posible inhibición del anabolismo de las células sensibles. Para ello, se determinó la 
cinética de incorporación de precursores marcados radioactivamente en ADN, ARN, proteínas y 
pared celular en cultivos en fase exponencial de L. lactis MG 1363 a los que se añadió 150 
UA/ml de una preparación parcialmente purificada de lactococina 972. Los resultados obtenidos 
se representan en la figura 20. 
La síntesis de ARN y de proteínas siguió la misma tendencia tanto en el control como en el 
cultivo tratado, incluso tras 1 hora desde la adición de la bacteriocina (Fig.20 b,c). Sin embargo, 
la incorporación de timidina en ADN y de N-acetilglucosamina en la pared celular sufrió un 
ligero retraso a partir de los 30 min de tratamiento (Fig. 20 a,c). Esta diferencia se acentuó al 
continuar la incubación. 
Por tanto, el metabolismo biosintético de las células sensibles no parece ser el blanco 
primario de la lactococina 972. No obstante, el retraso observado en la síntesis de ADN y pared 
celular sugiere que los fenómenos implicados en la duplicación celular podrían estar afectados. 
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Figura 20: Síntesis de macromoléculas durante la fase exponencial de L. lactis MG 1363 en presencia (?) o 
ausencia (?) de lactococina 972 (150 UA/ml). La bacteriocina se añadió a tiempo 0.  
a: incorporación de [metil 3H]timidina; b: [3H]uridina; c: [3H]aminoácidos; d: N-acetil-D-
[3H]glucosamina 
 
III.3.5.4. Cambios estructurales ocasionados por la lactococina 972 
Según los datos obtenidos en el apartado anterior, la división celular y, en concreto, la síntesis 
de la pared celular podría estar afectada en los cultivos tratados con lactococina 972. Por esta 
razón nos planteamos observar posibles alteraciones estructurales de las células sensibles una 
vez tratadas con la bacteriocina. 
a) Observación al microscopio óptico 
La incubación de cultivos de L. lactis MG 1614 en presencia de bacteriocina (150 UA/ml) 
provocó cambios evidentes en la morfología de las células respecto a la de los cultivos control 
(Fig. 21). 
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A Cultivo control    B Cultivo tratado (30 min) 
  
C Cultivo control    D Cultivo tratado (90 min) 
  
  10 µm 
 
Figura 21:  Visualización al microscopio óptico de los cambios estructurales ocasionados por la lactococina 972 
sobre L. lactis MG 1614. 
 
En los controles, los lactococos presentaron su morfología habitual de cocobacilos asociados 
en parejas y/o formando cadenas de hasta 4-6 individuos (Fig 21A). Tras 30 min de tratamiento 
con lactococina 972, algunas células comenzaron a alargarse y a perder su forma original 
convirtiéndose en células ovoides (Fig. 21B). 
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También observamos que las divisiones no llegaban a completarse ya que no aparecen 
cadenas como en el control. 
Estas anomalías fueron más evidentes al continuar la incubación, como se puede apreciar en 
la figura 21D. A los 90 min, prácticamente todas las células del cultivo tratado presentaron una 
morfología bacilar más o menos acusada, siendo a su vez notable el descenso en la densidad 
celular del cultivo tratado respecto al control (Fig. 21 C y D). 
Debido al cambio tan espectacular de la morfología celular en los cultivos tratados, decidimos 
observar los cultivos con mayor detalle al microscopio electrónico de transmisión utilizando 2 
técnicas diferentes: tinción negativa y cortes ultrafinos. 
 
b) Tinción negativa 
En la figura 22A se muestra una cadena típica de lactococos que contrasta claramente con el 
aspecto de las células tratadas (Fig. 22B). Estas últimas presentan la forma bacilar ya observada 
al microscopio óptico y en ellas se observan zonas transversales más densas a los electrones que 
podrían corresponderse a los septos de división o a anillos de crecimiento. Parece, por tanto, que 
las células sensibles pierden su forma original debido a una inhibición de la formación de 
tabiques o bien a un defecto en el proceso de escisión de las células hijas. 
 
   A       B 
   
Figura 22: Tinción negativa de células en fase exponencial de L. lactis MG 1614. A: cultivo control; B: tratado 
con lactococina 972 durante 30 min. Las flechas indican las zonas transversales densas a los 
electrones. La barra representa 100 nm. 
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c) Cortes ultrafinos 
En la figura 23 se presentan varias microfotografías de secciones de células de L. lactis MG 
1614 en fase exponencial, antes y después de ser tratadas con lactococina 972. 
Las células del cultivo control (Fig. 23 A y B) presentaron la organización típica de un coco 
Gram positivo, con una pared celular homogénea a los electrones y con límites definidos. La 
membrana celular estaba estrechamente unida a la pared. El citoplasma, a su vez, se mostraba 
con un contenido homogéneo y granuloso, con una zona central menos densa a los electrones 
constituida por el material genético en un proceso de replicación/transcripción muy activo. La 
mayoría de las células se encontraban en un proceso activo de división como corresponde a un 
cultivo en fase exponencial. Así, en la figura 23A se observa un tabique en formación al que está 
asociado un mesosoma. 
Al ser tratadas con bacteriocina, las células perdieron su forma típica de coco presentando la 
morfología alargada ya observada en los apartados anteriores. En la mayoría de los casos se 
observó una constricción ecuatorial indicativa de que el proceso de división celular se había 
iniciado, pero no se apreciaban septos o, a lo sumo, pequeñas deposiciones de material denso a 
los electrones que no progresaban posteriormente, ni tenían mesosomas asociados (Fig. 23 C y 
D). 
Por otra parte, en el interior de las células aparecían vesículas y el ADN o bien no se 
destacaba del citoplasma circundante o era más oscuro lo que indicaba que, probablemente, la 
replicación se había detenido. 
Según transcurría el tiempo de exposición a la bacteriocina, cada vez eran más las células que 
adoptan esta morfología aberrante, lo cual indica que, posiblemente, las células tienen un ciclo 
normal hasta que alcanzan el punto en que su ciptoplasma debería comenzar a dividirse, 
momento en el que el ciclo quedaría detenido por la acción de la bacteriocina. 
A tiempos más largos de incubación en presencia de la bacteriocina, se apreciaron cambios 
degenerativos en las células sensibles. Así, por ejemplo, la membrana se separaba de la pared, 
aparecían zonas de lisis en el citoplasma y las células adoptaban una morfología elíptica (Fig. 23 
E y F). Al observar la pared celular en detalle, se apreció además la pérdida de sus límites lisos y 
definidos, que se transoformaban en contornos irregulares tanto hacia el exterior como hacia el 
interior de la célula (Fig. 23G). 
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Figura 23: Morfología de las células de cultivos en fase exponencial de L. lactis MG 1614. A y B: cultivos 
control. C, D, E, F y G: Cultivos tratados con lactococina 972 (150 UA/ml). G: Detalle de la 
desorganización de la pared celular en las áreas de formación de septos de división. Las flechas en 
las figuras C y D señalan probables tabiques abortados. La barra representa 100 nm. 
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III.3.6. Producción de lactococina 972 en leche 
Como colofón a este trabajo, nos planteamos determinar si la lactococina 972 era producida 
en leche, así como la cinética de dicha biosíntesis, como paso necesario para una potencial 
utilización de la cepa productora en sistemas alimentarios. 
Para ello, una vez comprobado que la cepa L. lactis ssp. lactis IPLA 972 era capaz de 
producir lactococina 972 en leche, se estudió la evolución de distintos parámetros (crecimiento, 
pH y producción de lactococina 972) en cultivos en leche estéril y estos resultados se 
compararon con los obtenidos en M17 (Fig. 24). 
El crecimiento de los cultivos fue semejante en ambos medios aunque el pH disminuyó una 
unidad más en leche que en el medio M17, lo cual es esperable ya que este último está 
tamponado (Fig. 24A). 
La producción de lactococina 972 se inició más tarde en los cultivos en leche aunque se 
alcanzaron los mismos niveles de actividad máxima en ambos medios. Sin embargo, la 
inactivación fue mucho más brusca en leche, reflejando la sensibilidad de la bacteriocina a la 
acidez (Fig. 24B). 
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Figura 24: Crecimiento de L. lactis ssp. lactis IPLA 972 y evolución del pH (A), y producción de lactococina 
972 (B) en M17 y en leche descremada estéril. Incubación a 32ºC. 
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Los alimentos fermentados son una parte muy significativa de la actual industria alimentaria y 
han estado presentes en la dieta humana desde tiempo inmemorial. A comienzos del presente 
siglo se inició el aislamiento y caracterización de los microorganismos responsables de estas 
transformaciones fermentativas, lo que constituyó el punto de partida para el desarrollo de 
cultivos iniciadores. Dentro de los organismos implicados en estos procesos destacan los 
lactococos, ya que son los componentes principales de los cultivos iniciadores mesófilos 
empleados en la industria láctea. Lactococcus lactis ssp. lactis puede utilizarse individualmente 
como cepa acidificante, siendo la encargada de llevar a cabo los primeros estadíos de la 
fermentación (cultivo iniciador de cepa única). Las cepas acidificantes suelen ir acompañadas de 
otras productoras de aromas (diacetilo) como L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis (cultivo 
múltiple). A éstos se les pueden adicionar cepas pertenecientes a otros géneros de bacterias 
Gram positivas como Leuconostoc, Enterococcus, Propionibacterium, Lactobacillus, etc. 
(cultivo mixto). 
Hoy en día la importancia de los cultivos iniciadores es indiscutible. No sólo se utilizan 
porque generan productos de alto valor añadido al cambiar las propiedades reológicas y 
organolépticas de la materia prima sino que, además, aumentan el periodo de aptitud para el 
consumo de los alimentos, evitando el desarrollo de microorganismos patógenos y/o alterantes. 
El estudio de la capacidad antimicrobiana merece especial atención debido a la necesidad de 
ofrecer productos con la mejor calidad higiénica posible, suprimiendo dentro de ciertos límites 
aquellos procesos de conservación que alteren su valor nutritivo (Daeschel, 1989; Delves-
Broughton, 1990). La aceptación de la nisina, bacteriocina producida por L. lactis, como 
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conservante por la FDA (FDA, 1988) ha orientado la investigación en este campo hacia las 
bacteriocinas. 
En este trabajo hemos analizado en detalle la capacidad antagonista de cepas de L. lactis 
aisladas de quesos artesanales asturianos, las cuales están siendo evaluadas para su posible 
inclusión en un cultivo iniciador. 
Para ello se eligieron 23 cepas a partir de un total de 172 analizadas de las cuales un 37% 
habían demostrado su capacidad para inhibir a cepas relacionadas (P. Cuesta, Tesis Doctoral). 
Este porcentaje es bastante elevado si se compara con la incidencia de actividades antagonistas, 
entre un 9 y un 15%, observadas por otros autores dentro del género Lactococcus (Geis et al., 
1983; Piard et al., 1990; Harris et al., 1992b). La diferencia de resultados puede atribuirse a que la 
mayoría de las cepas utilizadas en estos trabajos procedían de cultivos iniciadores comerciales, 
donde la variabilidad genética y la biodiversidad son bastante reducidas, ya que se emplean las 
mismas cepas desde hace aproximadamente 100 años (Garvie, 1984). Ahora bien, los lactococos 
aislados en este estudio proceden de ambientes naturales, en los que la fermentación ocurre por 
“contaminación accidental” de la materia prima y por lo tanto es esperable una mayor variabilidad. 
Además, los quesos analizados presentaban una alta contaminación bacteriana, lo cual puede haber 
sido la causa de una fuerte selección positiva a favor de cepas productoras de sustancias 
antagonistas. 
No obstante, dado que en su mayoría las cepas aisladas producían nisina Z, es posible que todas 
ellas deriven de unas pocas cepas parentales, presentes en los ambientes donde se han tomado las 
muestras, a pesar de haber sido aisladas en distintas etapas de la maduración de los quesos, en 
queserías diferentes, y a lo largo de todo el año. Esta misma razón ha sido sugerida por Geis et al. 
(1983) para explicar el alto porcentaje de cepas productoras de lactostrepcinas encontrado por Kozak 
et al. (1978). 
Con objeto de clarificar esta última suposición tipificamos nuestros aislados. Mediante el 
análisis de su ADN extra-cromosómico se identificaron 7 grupos plasmídicos diferentes (I-VII). 
Sin embargo, el patrón de restricción de su cromosoma, analizado por PFGE, puso de manifiesto 
un alto grado de parentesco entre las cepas, observándose una coemigración del 100% de las 
bandas generadas por Bsp120I en las pertenecientes a los grupos I-III y V. Sin embargo, las 
cepas IPLA 511, IPLA 881 e IPLA 972, que representan los grupos IV, VI y VII 
respectivamente, presentaron un patrón diferente y particular. 
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Estos datos no resultan sorprendentes ya que los procesos de transmisión genética en bacterias 
lácticas, especialmente en el género Lactococcus, ocurren con frecuencia y la ganancia y pérdida de 
plásmidos está ampliamente documentada (Mckay y Baldwin, 1982). Por ello, en poblaciones 
naturales pueden aparecer muchas variantes a partir de unas pocas cepas originales. 
Por otro lado, la capacidad antagonista y, en particular, la producción de bacteriocinas parece ser 
crucial en la selección de la microbiota que va a dirigir el proceso de fermentación (de Vuyst y 
Vandame, 1994). De hecho, numerosos trabajos realizados en diferentes ecosistemas han 
demostrado que las cepas productoras de bacteriocinas son capaces de desplazar al resto de la 
microbiota presente inicialmente en la materia prima y predominar sobre ella (Piard et al., 1990; 
Harris et al., 1992a; Ruiz-Barba et al., 1994; Yang y Ray, 1994; Ryan et al., 1996). Dado que hemos 
comprobado que nuestras cepas producen nisina Z en leche parece probable que dicho lantibiótico 
hubiera actuado como agente selectivo en nuestro caso. Además, debido a la ventaja que confiere a 
las cepas que lo sintetizan y a que se encuentra en un elemento transponible (Rauch et al., 1994), es 
lógico suponer que esta propiedad se transmitiera a cepas de distinto origen, razón que explicaría la 
presencia de cepas productoras de nisina Z genéticamente diferentes. 
A este respecto merece la pena destacar que tanto el carácter conjugativo de la producción de 
muchas bacteriocinas como la ventaja selectiva que representa ha propiciado que, en muchos casos, 
se haya aislado la misma bacteriocina incluso a partir de especies diferentes (Jack et al., 1995). 
Actualmente, la disponibilidad de las secuencias nucleotídicas de los genes estructurales de 
numerosas bacteriocinas permite la utilización de técnicas, como la PCR, para determinar rápida 
y eficazmente si una actividad antimicrobiana se corresponde o no con las ya descritas. De 
hecho, nuestra hipótesis inicial sobre la naturaleza de la capacidad antagonista de nuestros 
aislados se confirmó al aplicar la técnica PCR para detectar el gen estructural de la nisina. Se 
observó amplificación en todas las cepas, excepto en 2 de ellas: IPLA 972, lo cual parece 
razonable ya que era evidente que no producía nisina, e IPLA 525. 
La actividad antimicrobiana de nuestros aislados productores de nisina Z era más potente que la 
de la cepa control NCDO 497, productora de nisina A. La nisina Z presenta una tasa de difusión en 
agar superior a la de la nisina A debido, probablemente, al mayor carácter hidrofílico adquirido 
por la presencia de Asn en lugar de His en la posición 27 de su secuencia (De Vos et al., 1993). 
Ahora bien, esto no excluye que, adicionalmente, las cepas aisladas del ambiente natural posean 
una expresión del operón más elevada que L. lactis NCDO 497, aunque este aspecto no ha sido 
investigado. 
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La organización de la zona del genoma que comprende los genes de producción de nisina Z 
en nuestros aislados es semejante a la descrita previamente por Rauch et al. (1994) para cepas de 
Lactococcus. En este sentido, al igual que en su caso, se obtuvo una señal positiva que se 
corresponde con un fragmento HindIII de 9.6 kpb en la hibridación del ADN total de los 
lactococos aislados con el gen estructural de la nisina. Así pues, según la clasificación 
establecida por estos autores, nuestras cepas portarían transposones de la clase III, que se 
caracterizan por albergar el gen nisZ y no ser conjugativos. 
Por otro lado, en la cepa IPLA 517 se obtuvieron 2 señales diferentes que indican una 
organización genética distinta y que podría implicar la presencia del transposón en 2 lugares 
diferentes del cromosoma. Sin embargo, el hipotético aumento de la dosis génica no alteró el 
nivel de producción que es similar al detectado en el resto de las cepas. 
La ausencia de amplificación a partir del ADN de L. lactis IPLA 525 con los cebadores 
específicos del gen estructural de la nisina resultó, en principio, sorprendente ya que no se 
habían observado diferencias en la caracterización preliminar de su actividad inhibitoria respecto 
a la de las demás cepas, que sí poseen el gen de la nisina. Es posible que el gen que alberga 
IPLA 525 presente alteraciones en la zona que debe hibridar con uno o con ambos de los 
cebadores utilizados, de tal modo que no se logre una amplificación eficiente a pesar de que éste 
se encuentre en el genoma. Por otro lado, las características determinadas (amplio espectro de 
inhibición sobre bacterias Gram positivas, sensibilidad a las proteasas y resistencia al calor) son 
poco específicas y podrían ser satisfechas por cualquier bacteriocina de la clase I (lantibióticos) 
y por muchas de la clase II. 
Es probable, por lo tanto, que L. lactis IPLA 525 sintetice una bacteriocina de amplio espectro 
y pequeño tamaño pero diferente a la nisina y que espera ser caracterizada en el futuro. De 
hecho, esta posibilidad parece la más probable debido a la falta de hibridación del ADN total de 
L. lactis IPLA 525 con el gen estructural de la nisina, ya que pequeñas mutaciones en las zonas 
complementarias a los cebadores pueden evitar la amplificación pero no serían suficientes para 
que no haya señal al hibridar con el gen estructural completo. Además, es importante mencionar 
que IPLA 525 es resistente a la acción de la nisina. Esta cepa podría haber desarrollado uno de 
los 2 fenotipos posibles de resistencia u otro diferente (Klaenhammer, 1993). Su estudio 
aportaría nuevos datos necesarios para resolver el problema que representa la aparición de 
resistentes entre las poblaciones sensibles. 
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La cepa L. lactis ssp. lactis IPLA 972 ejerce un efecto antagonista completamente diferente a 
los demás aislados de este trabajo e incluso a todas las bacteriocinas descritas hasta el momento. 
Así, en principio, era notable su resistencia a proteasas específicas, siendo tan sólo inactivada 
por pronasa, su termosensibilidad a pesar de su pequeño tamaño y, por último, no parecía ser 
muy hidrofóbica, ya que no presentaba una tendencia apreciable a la agregación. Este conjunto 
de características peculiares nos llevó a realizar un estudio más detallado. 
En primer lugar, antes de proceder a su purificación, evaluamos la producción en diferentes 
medios y condiciones. Al igual que ocurre con otras bacteriocinas, observamos que la biosíntesis 
de la lactococina 972 está estrechamente relacionada con la fase de crecimiento y el aumento de 
biomasa del microorganismo productor. Así, la bacteriocina se detecta, en medios de cultivo, 
desde el inicio de la fase exponencial, alcanzando un máximo de producción justo antes de que 
el cultivo entre en fase estacionaria. A partir de este momento, los niveles de actividad 
disminuyen hasta desaparecer por completo al cabo de 24 h. 
La inactivación de las bacteriocinas a lo largo de la fase estacionaria ha sido descrita por 
varios autores (Geis et al., 1983; Piard et al., 1990; de Vuyst y Vandame, 1992). Se ha 
argumentado que puede deberse a la actuación de proteasas liberadas por las células. Sin 
embargo, la lactococina 972 ha mostrado un alto grado de resistencia a la digestión por 
proteasas, lo que podría indicar, en este caso, la existencia de otro factor inactivante que 
implicase, por ejemplo, la disociación de los péptidos que la componen. 
A favor de esta hipótesis está el hecho de que, en los ensayos de producción realizados en 
diferentes medios de cultivo, la inactivación ocurre más bruscamente cuando se alcanzan valores 
más bajos de pH. Como, por otra parte, hemos determinado que la bacteriocina se disocia a pH 
ácido, podríamos concluir que éste inactivaría a la lactococina 972. Sin embargo, ésta no puede 
ser la única causa porque la inactivación se ha observado también en cultivos crecidos en 
MPx5P, donde el aumento de la concentración de K2HPO4 no permitió que el pH alcanzado 
fuese menor de 6, y en aquellos otros en los que se mantuvo el pH constante y cercano a la 
neutralidad (pH 6.8). Por lo tanto, en estas circunstancias, la actuación de proteasas podría ser la 
causa más plausible para la inactivación. 
Alternativamente podría plantearse que la bacteriocina se adsorbiese a las células productoras. 
Ahora bien, la adsorción es un proceso dependiente del pH, siendo máxima a pH neutros y 
disminuyendo proporcionalmente al aumentar la acidez (Yang et al., 1992). Sin embargo, la 
mayor estabilidad de la lactococina 972 se detectó cuando el cultivo se mantuvo a pH 6.8, valor 
en que la adsorción debería de ser máxima y los títulos de actividad, a su vez, disminuir más 
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rápidamente. Parece, por tanto, que la lactococina 972 no se comporta a este respecto como otros 
péptidos con actividad inhibitoria, lo cual no es sorprendente ya que no comparte con ellos el 
marcado carácter hidrofóbico ni la tendencia a la agregación. 
Por último, cabe la posibilidad de que L. lactis IPLA 972 sintetice algún enzima inactivante 
específico, como ocurre con cepas productoras de nisina que secretan nisinasa (de Vuyst y 
Vandame, 1992). 
La purificación de la lactococina 972 se realizó en dos pasos con una primera fase de 
concentración de la muestra por precipitación con acetona, seguida del paso del precipitado, una 
vez solubilizado, por una columna de intercambio catiónico. Al final del proceso, la actividad 
específica de la bacteriocina había aumentado tan sólo 16 veces, lo que indica que la lactococina 
972 es una proteína abundante en el sobrenadante de cultivo de la cepa productora. Además, se 
purificó a homogeneidad, como se demuestra por la detección de una única banda de 7.5 kDa en 
geles de SDS-PAGE-tricina y la obtención de una única secuencia amino terminal al ser 
sometida a la degradación de Edman. 
El comportamiento atípico de la lactococina 972 se puso claramente de manifiesto durante la 
purificación. Como ya se ha indicado, las bacteriocinas de bacterias lácticas suelen ser péptidos 
fuertemente hidrofóbicos y catiónicos. En consecuencia, la cromatografía de interacción 
hidrofóbica es uno de los métodos habituales de aislamiento de las mismas (Holo et al., 1991; 
González et al., 1994; Cintas et al., 1995; Jiménez-Díaz et al., 1995). Sin embargo, la 
lactococina 972 sólo se unía a estas columnas a concentraciones de NaCl superiores a 3 M, lo 
que indica que es bastante hidrofílica. No obstante, sí aparentaba ser un péptido cargado 
positivamente ya que a pH 7 era retenida en las columnas High-S de intercambio catiónico. 
Los resultados de las bioautografías de los geles de SDS-PAGE-tricina revelaron una de las 
características estructurales más llamativas de la lactococina 972. La bacteriocina funcional es 
un homodímero cuyos monómeros no son activos, como se confirmó al observar que la 
disociación de los mismos, por efecto de la temperatura moderadamente alta o el pH ácido, 
implicaba la desaparición de la actividad inhibitoria. Posiblemente, esta conformación terciaria 
sea la responsable de la débil o nula actividad de ciertas proteasas, ya que las secuencias blanco 
podrían estar protegidas. 
La facilidad de disociación del homodímero nos indica que, probablemente, esta 
conformación se basa en fuerzas débiles de tipo electrostático más que en enlaces covalentes 
entre ambas cadenas polipeptídicas. Esta suposición se vio apoyada posteriormente al obtener la 
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secuencia de su gen estructural lcn972. En el péptido deducido se observa un alto contenido de 
aminoácidos polares, los cuales permitirían la formación de puentes de hidrógeno a lo largo de la 
molécula. Del mismo modo, se determinó que no podían existir puentes disulfuro entre ambos 
péptidos componentes, ya que no hay residuos de cisteína en su secuencia, confirmando así 
resultados previos que indicaban que ni el DTT ni el ß-mercaptoetanol inactivaban a la 
bacteriocina. 
Recientemente, se han descrito bacteriocinas cuya actividad reside en la acción 
complementaria de dos péptidos distintos, sintetizados por genes diferentes: lactococina M (van 
Belkum et al., 1991a), lactococina G (Nissen-Meyer et al., 1992), lactacina F (Allison et al., 
1994) y plantaricina S (Jiménez-Díaz et al., 1995). En contraste, la lactococina 972 es el 
resultado de la expresión de un único gen. Por otra parte, en las bacteriocinas heterodiméricas, 
cada uno de los péptidos independientes pueden tener actividad inhibitoria intrínseca, aunque 
generalmente menor que la asociación de ambos. Por el contrario, la única forma activa de la 
lactococina 972 es el homodímero. Su disociación implica la pérdida total de actividad y, 
además, ocurre de un modo irreversible, lo cual puede indicar la presencia de una estructura 
terciaria compleja o bien que necesita de cofactores para alcanzar su conformación 
estructuralmente activa. 
La información genética de la producción de la lactococina 972 se encuentra alojada en un 
plásmido de 11 kpb (pBL1). Dicho plásmido contiene todos los genes necesarios para la 
producción así como los implicados en el desarrollo de la inmunidad, como se comprobó 
después de transferirlo por electroporación a cepas sensibles, utilizando la propia bacteriocina 
como agente selectivo. 
Este plásmido es muy estable ya que en ningún momento se han aislado mutantes isogénicos 
no productores. Esta observación tiene especial interés ya que podrían diseñarse vectores de 
grado alimentario derivados del mismo. Además, dado que los genes de producción e inmunidad 
están ligados, se mantendría el plásmido en la población (Klaenhammer, 1993). Esto sería muy 
importante tecnológicamente si hubiese otros genes beneficiosos localizados en el plásmido. 
La situación que hemos observado en el experimento de electroporación anteriormente 
mencionado implica que la presencia de la bacteriocina en las fases iniciales de crecimiento de 
los transformantes no afectó a su desarrollo. En otras bacteriocinas, como la nisina o la lacticina 
481, se ha descrito que las células productoras son sensibles durante los primeros estadíos del 
crecimiento (Hurst, 1981; Piard et al., 1993a). En el caso de la lactococina 972 podríamos 
especular que, dado que hemos observado que sólo actúa sobre células en crecimiento activo, las 
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células recién electroporadas, cuyo crecimiento se detiene debido al estrés al que se someten, no 
se verían afectadas por la lactococina 972, pudiendo desarrollar la inmunidad antes de que ésta 
actúe. Alternativamente, el producto de un hipotético gen de inmunidad podría tener un efecto 
reversible sobre la acción letal de la lactococina 972. 
El gen estructural de la lactococina 972 (lcn972) se encuentra precedido por un único 
promotor funcional y seguido por una secuencia invertida que podría actuar como un terminador 
de la transcripción. Por delante de dicho promotor no se han encontrado otras pautas abiertas de 
lectura por lo que lcn972 sería el primer gen de un hipotético operón, ya que se han identificado 
otras 2 pautas, una completa (ORF2) y otra incompleta (ORF3), en el extremo 3’ de lcn972, para 
las cuales no se ha localizado ninguna secuencia promotora consenso. Por lo tanto, es probable 
que el promotor identificado controle también su expresión por un proceso de antiterminación de 
la transcripción a través de la secuencia invertida. Actualmente, se están diseñando sondas 
específicas derivadas de las secuencias de ORF2 y ORF3 para realizar estudios de transcripción 
y establecer la posible conexión entre estos genes. 
Esta misma organización se ha descrito en otras bacteriocinas. En algunos casos se ha 
confirmado que el terminador no es absoluto y que el promotor controla la expresión de los 
genes localizados detrás del gen estructural, ya que se detectan transcritos abundantes 
correspondientes a éste y otros, de mayor tamaño y menos abundantes, que proceden de la 
lectura del operón completo (Piard et al., 1993b; Kuipers et al., 1995). Esta situación permite un 
alto nivel de expresión del gen estructural de la bacteriocina, cuya síntesis debe de ser 
mayoritaria ya que se secreta continuamente al exterior, mientras que los productos de los otros 
genes (inmunidad, modificación, transporte, etc.) permanecen en la célula, por lo que se necesita 
mucha menos expresión. 
El producto de ORF2 podría ser una proteína integral de membrana, ya que presenta siete 
regiones hidrofóbicas con longitud suficiente para atravesarla. En ORF3, a pesar de estar 
incompleta, se ha detectado el motivo de Walker A, indicando que probablemente posee un 
dominio de unión a nucleótidos (Walker et al., 1982). Es posible, por tanto, que ambas 
constituyan un sistema de transporte activo dependiente de la hidrólisis de ATP (transportador 
tipo ABC) implicado en la exportación de la bacteriocina. Estos sistemas pueden presentar los 
dominios hidrofóbicos, que forman el canal que permite la salida del sustrato transportado, y los 
dominios hidrofílicos, de hidrólisis del ATP, en una misma proteína o en proteínas 
independientes (Fath y Kolter, 1993). En nuestro caso nos encontraríamos en esta última 
situación. 
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Sin embargo, el papel que puedan ejercer ORF2 y ORF3 dista de estar claro. Como se ha 
indicado en la introducción, la secreción de las bacteriocinas se produce a través de 
transportadores de tipo ABC que se encuentran, generalmente, codificados por genes localizados 
en el mismo operón que el gen estructural. Estos transportadores reconocen la región amino 
terminal de las pre-bacteriocinas y, en algunos casos, procesan este péptido señal (Håvarstein et 
al., 1995). Sin embargo, la secuencia nucleotídica de lcn972 reveló que la lactococina 972 se 
sintetiza como prepéptido con un péptido señal típico (von Heijne, 1983), que sería reconocido 
por el sistema general de secreción de la célula. Por tanto no sería necesario un sistema de 
transporte adicional, salvo que éste se vea implicado en mecanismos de autoprotección como 
ocurre en los productores de nisina (Siegers y Entian, 1995) o en algunos microorganismos 
productores de antibióticos (Rodríguez et al., 1993). 
Hasta el momento no se han descrito otras bacteriocinas producidas por Lactococcus que 
presenten un péptido líder típico. Esta situación ofrece numerosas ventajas. Por un lado, se 
facilitaría la secreción de la lactococina 972 en hospedadores heterólogos y, por otro, este 
péptido líder podría fusionarse a otras bacteriocinas de interés para poder expresarlas sin la 
obligada clonación de su sistema de transporte (Worobo et al., 1995). 
En cuanto al espectro de inhibición y modo de acción, la lactococina 972 también presenta 
numerosas peculiaridades. Su espectro es muy reducido, dentro del conjunto de cepas ensayadas, 
ya que se restringe exclusivamente a cepas del género Lactococcus y a Lb. sake LMG 13588. Es 
posible que esto sea debido a que es necesaria la interacción con un receptor específico al igual 
que ocurre con la lactococina A (van Belkum et al., 1991b; Kok et al., 1993). En principio, este 
receptor podría estar presente sólo en cepas de lactococos, ya que no se ha identificado ninguna 
resistente, lo cual nos permite barajar la posibilidad de utilizar la sensibilidad a la bacteriocina 
como herramienta taxonómica, tal y como ha sido sugerido por Tagg et al. (1976). En este 
supuesto deberíamos confirmar la exclusividad de la sensibilidad de Lb sake LMG13588 aunque 
en este último el efecto es fundamentalmente bacteriostático. 
Por otro lado, en contra de lo que ocurre con la mayoría de las bacteriocinas, el blanco de 
actuación de la lactococina 972 no parece ser la membrana plasmática. En principio, los datos 
referentes a su estructura primaria indicaban que no se trataba de un péptido hidrofóbico, ni en la 
predicción de su estructura secundaria se identificaban motivos estructurales (láminas ß o hélices 
α anfipáticas) típicos de los péptidos permeabilizadores de membrana (Ojcius y Young, 1991). 
Sin embargo, no se descartaba que su estructura terciaria (homodímero) facilitase su inserción en 
la membrana. Esta situación se ha descrito en algunas toxinas microbianas como la aerolisina, 
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sintetizada por Aeromonas spp. Esta proteína carece de regiones hidrofóbicas en su estructura 
primaria así como de estructuras secundarias anfipáticas. Tan sólo después de que varias 
moléculas de proteína se asocien, se forman estructuras que atraviesan la membrana celular y 
permiten el paso de solutos (Parker et al., 1996). 
De todos modos, la posibilidad de que la lactococina 972 forme poros en la membrana quedó 
excluida, ya que su adición a cultivos sensibles no provoca la liberación de solutos acumulados 
en el citoplasma. No obstante, podríamos pensar que los poros formados fuesen específicos para 
un determinado ion, como ocurre con la lactococina G (Moll et al., 1996), o demasiado pequeños 
para permitir la salida de la uridina. En cualquiera de estos casos se alteraría el equilibrio 
electrolítico entre la célula y el medio, provocando el colapso de la PMF y, en consecuencia, se 
inhibiría el metabolismo biosintético (González et al., 1994). Esto no ocurre con la lactococina 
972, ya que su adición a cultivos sensibles no inhibe la incorporación de precursores de 
macromoléculas. 
El aspecto que presentaban las células afectadas al microscopio óptico nos sugirió que la 
biosíntesis de pared celular podría verse afectada por la lactococina 972. Así, observamos que 
las células se alargaban paulatinamente y que cesaban las divisiones. Este efecto se asemejaba al 
observado al tratar cultivos de enterobacerias o de Staphylococcus aureus con cefalexina. Este 
antibiótico ß-lactámico se une, de forma casi exclusiva, a la proteína de unión a penicilina tres 
(PBP3) y provoca la filamentación de los cultivos y la inhibición de la formación de septos de 
división (Kitzis et al., 1989), todo lo cual va acompañado de una reducción drástica de la tasa de 
crecimiento celular. Por lo tanto, es posible que la lactococina 972 actúe de modo semejante. 
Nuestra hipótesis se vió confirmada, al menos en parte, al observar las alteraciones 
morfológicas inducidas por la lactococina 972 al microscopio electrónico. Así, comprobamos 
que en los cultivos tratados se iniciaba la formación de septos de división (se observaba una 
primera deposición del material del septo en la zona ecuatorial de las células) pero éstos no 
progresaban posteriormente, por lo que el crecimiento celular no se traducía en un aumento del 
número de células sino en su alargamiento, lo que provocaba la aparición de los bacilos 
oblongos, típicos de los cultivos tratados. 
Aunque la inhibición de la formación de los septos es la primera alteración morfológica 
observada en los cultivos sensibles, no es la única. En cultivos tratados durante periodos largos 
(más de 1 hora), se hace evidente la desorganización de la pared celular que deja de tener bordes 
definidos y lisos para convertirse en rugosos, aumentando al mismo tiempo el grosor de la 
misma, lo cual podría indicar un principio de desorganización de su estructura. Adicionalmente, 
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debemos tener en cuenta el hecho de que la incorporación del precursor de la pared (NAG) sufre 
un retraso respecto a los controles. Este retraso podría ser debido a la directa inhibición de la 
síntesis de pared por la bacteriocina o más probablemente reflejaría la evidente atenuación de la 
tasa de crecimiento celular, lo cual está de acuerdo con la disminución en la tasa de síntesis de 
ADN que se observa a partir de los 30 min de incubación. 
Por lo tanto, es probable que la inhibición de la división celular sea el efecto primario de la 
lactococina 972. La división celular es un proceso cuidadosamente regulado, ya que están 
implicadas actividades tanto biosintéticas (formación del septo de división, replicación del 
ADN) como autolíticas (separación de las células hijas). A lo largo del ciclo celular, cada 
individuo va aumentando paulatinamente de tamaño. Por supuesto, la pared celular debe de 
crecer paralelamente (en el caso de los lactococos, ésta tiene un crecimiento localizado). Este 
crecimiento no puede continuarse indefinidamente porque las células necesitan mantener una 
relación superficie/volumen determinada, ya que es en la membrana donde se desarrollan la 
práctica totalidad de las funciones vitales. Consecuentemente, cuando esta relación alcanza un 
valor límite, se dispara el proceso de división. Si esto no ocurre, las células se alargarán hasta 
que la relación superficie/volumen sea insostenible, lo cual provocaría primero una detención del 
crecimiento y la muerte celular como consecuencia última. 
Así podemos explicar por qué la lactococina 972 no provoca la muerte celular inmediata (las 
células tratadas son metabólicamente activas) pero sí la pérdida irreversible de viabilidad (estas 
células “vivas” son incapaces de dar lugar a una progenie) lo que conlleva consecuentemente a la 
muerte de la población. 
Por último, otros datos a favor de un efecto de la bacteriocina sobre la formación de septos y 
la consiguiente alteración del equilibrio superficie/volumen son que el efecto de la lactococina 
972 es tanto más acusado cuanto mayor es la tasa de división celular, y que las células en fase 
estacionaria son resistentes a la misma. Así, se ha observado que la cepa L. lactis MG 1614 tiene 
una tasa de crecimiento muy alta mientras que Lb. sake LMG 13588 se duplica más lentamente. 
Consistentemente con ello, la pérdida de viabilidad de los lactococos es mucho más rápida que la 
del lactobacilo, donde incluso el efecto es principalmente bacteriostático. 
La lactococina 972 sería, por tanto, la primera bacteriocina producida por una bacteria láctica 
cuyo blanco primario de actuación no es la membrana plasmática. Hasta el momento sólo se ha 
descrito un lantibiótico, la mersacidina, producido por B. subtilis, que inhibe la síntesis de pared 
celular. Esta bacteriocina interfiere en el proceso de transglicosilación entre las unidades de 
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peptidoglicano (Brötz et al., 1994). Sin embargo, la mersacidina induce la lisis paulatina del 
cultivo por debilitamiento de la pared en contra de lo que ocurre con la lactococina 972. 
 
Recopilando los resultados obtenidos en este trabajo ha quedado constancia de la ubicuidad 
de cepas productoras de nisina Z en quesos artesanales asturianos. Indirectamente, estos datos 
indican que esta bacteriocina ha sido ingerida inadvertidamente, ya que estos quesos se 
consumen de manera habitual desde hace décadas, sin que se hayan detectado problemas 
relacionados con dicho consumo (Martínez et al., 1995). Si además tenemos en cuenta que se 
han aislado cepas productoras de nisina en diversos sistemas alimentarios tales como vegetales 
fermentados (Harris et al., 1992b) y carnes (Rodríguez et al., 1995), la extraordinaria dificultad 
que está teniendo su autorización como conservante general en alimentos ácidos probablemente 
no está justificada. 
Por otro lado, pese a que la producción de bacteriocinas es un fenómeno ampliamente 
extendido entre las bacterias lácticas, el papel ecológico que puedan jugar en los ambientes 
naturales no está claro. Se ha sugerido que podrían seleccionar la microbiota que inicia la 
fermentación de muchos productos alimentarios artesanales (de Vuyst y Vandame, 1994). Por 
ello, ya desde 1951 con los trabajos de Hirsch et al. se ha valorado la utilización de cepas 
productoras de nisina en la fabricación de quesos debido a que la adición directa de nisina a la 
leche de partida es una alternativa costosa e ineficiente o simplemente prohibida por la 
legislación vigente (Delves-Broughton et al., 1996). 
Sin embargo, muchos autores han reflejado la ineficacia de las cepas de Lactococcus 
productoras de nisina para la elaboración de estos productos debido a la inestabilidad de 
propiedades tecnológicas de interés, como la fermentación de la lactosa y la capacidad de 
hidrolizar la caseína, lo que provoca las tasas de acidificación lentas observadas en estas cepas 
(Hurst, 1981; Harris et al., 1992b; Maisnier-Pantin et al., 1992; Ryan et al., 1996). 
Por esta razón, se ha considerado la posibilidad de transferir la producción de nisina a cepas 
industriales utilizadas actualmente como iniciadoras (Broadbent y Kondo, 1991; Delves-
Broughton et al., 1996). No obstante, en estos procesos se corre el riesgo de perder alguna de las 
otras propiedades de interés, ya que la mayoría de ellas están codificadas en plásmidos (McKay, 
1983). 
En el nuestro trabajo hemos aislado cepas silvestres productoras de nisina, perfectamente 
adaptadas a desarrollarse en los ambientes lácteos. Estas cepas, una vez aisladas de su entorno 
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natural, mantienen la capacidad de producir la nisina en leche, con títulos similares a los 
obtenidos en medios de laboratorio, son capaces de acidificar la leche con una tasa que supera, 
con creces, los límites exigidos para su consideración como buenas acidificantes y, por último, la 
capacidad de fermentar lactosa y la actividad proteolítica son fenotipos muy estables. En este 
aspecto, es realmente sorprendente que, tras 100 generaciones en ausencia de lactosa, no se 
hayan aislado mutantes lac-, ya que éstos aparecen habitualmente en porcentajes bastante 
elevados, llegando incluso a reemplazar la población inicial lac+ (McKay et al., 1972; Smith et 
al., 1992) 
Por lo tanto, nuestras cepas son susceptibles de ser incluidas en un cultivo iniciador para 
llevar a cabo las primeras fases de acidificación en la elaboración de quesos y otros derivados 
lácteos. La producción de nisina evitaría la contaminación por microorganismos alterantes, 
siempre y cuando éstos sean Gram positivos y aseguraría un producto final de mayor calidad 
higiénica que respondería a las exigencias del consumidor actual. En el caso de que se 
necesitasen otro tipo de propiedades como, por ejemplo, producción de determinados aromas, 
sería necesario el diseño de mezclas apropiadas con otras cepas resistentes a la nisina para 
asegurar su supervivencia (Harris et al., 1992a). 
Por otra parte, es importante recordar que el transposón identificado en nuestras cepas 
productoras de nisina no es conjugativo. Esta característica es muy interesante desde el punto de 
vista tecnológico si aspiramos a diseñar un cultivo iniciador con alguna de estas cepas, ya que 
con ellas se evitaría una posible transferencia conjugativa de los determinantes genéticos 
responsables de la síntesis de nisina a otros lactococos contaminantes y, por lo tanto, no 
deseables (variantes lentas, cepas lisogénicas, etc.) lo cual podría ocurrir si utilizamos 
rutinariamente productores de nisina como únicos responsables del proceso de acidificación. 
Estos últimos adquirirían paralelamente el mecanismo de inmunidad y podrían desplazar al 
cultivo iniciador original, alterando probablemente las características del producto elaborado. 
Respecto a la lactococina 972, su aplicación inmediata resulta menos evidente si tenemos en 
cuenta su estrecho espectro de inhibición, quedando descartada su utilización como conservante 
alimentario. Sin embargo, la cepa productora, al igual que las que producen nisina Z, presenta 
aptitudes tecnológicas adecuadas para su inclusión en un cultivo iniciador. Debido a que no se ha 
encontrado ningún lactococo resistente, esta cepa podría ser utilizada como iniciador de cepa 
única con el fin de evitar el desarrollo de otros lactococos, provenientes del ambiente, que 
pudiesen alterar las características del producto final. Alternativamente, podría ser añadida 
deliberadamente a diferentes sistemas alimentarios donde la presencia de lactococos sea 
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indeseable. Para ello, sería necesario evaluar su interacción con los distintos componentes del 
sistema y su cinética de inactivación. En este sentido es muy importante tener en cuenta el alto 
grado de resistencia mostrado por esta bacteriocina frente a la digestión por proteasas, 
abundantes en muchos alimentos. 
Para finalizar, merece la pena destacar la potencialidad que representan los ambientes 
naturales respecto al aislamiento de cepas con determinadas propiedades, ya que nos ha 
permitido identificar cepas productoras de nisina Z capaces de competir y desarrollarse 
eficientemente en ambientes lácteos y, además, hemos detectado una bacteriocina, la lactococina 
972, con características completamente diferentes a las ya descritas y que podría considerarse 
como prototipo de una nueva clase. 
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1ª. Se han caracterizado 23 cepas de Lactococcus lactis ssp. lactis, aisladas de quesos 
artesanales asturianos, con capacidad antimicrobiana. Basándose en su contenido plasmídico 
y el perfil de restricción de su genoma, se han clasificado en 7 grupos. 
2ª. De todas ellas, 21 sintetizan nisina Z como se comprobó tanto por su propiedades -es un 
péptido termorresistente y de amplio espectro- como por la presencia del gen estructural nisZ 
en el genoma de los organismos productores. Dicho gen se localiza en un fragmento 
cromosómico HindIII de 9.6 kpb. En el caso de la cepa IPLA 517 parecen existir 2 copias de 
este gen. 
3ª. L. lactis ssp. lactis IPLA 972 produce una bacteriocina, a la que denominamos lactococina 
972, que se caracteriza por ser un péptido catiónico e hidrofílico, cuya forma activa es un 
homodímero de 15 kDa. La temperatura elevada y el pH ácido provocan la disociación del 
dímero; los monómeros resultantes carecen de actividad inhibitoria. 
4ª. La lactococina 972 se detecta en fase exponencial temprana y alcanza su máximo al final de 
la misma. Cuando el cultivo entra en fase estacionaria, la actividad se estabiliza y, 
posteriormente, disminuye hasta desaparecer por completo. Esta inactivación puede 
minimizarse en medios tamponados a pH próximo a la neutralidad. 
5ª. Los determinantes genéticos de la producción e inmunidad a la lactococina 972 se encuentran 
en un plásmido de 11 kpb muy estable: pBL1. 
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6ª. Se ha identificado y secuenciado el gen estructural lcn972. Dicho gen codifica para un 
péptido de 91 aminoácidos de los que los 25 primeros constituyen un péptido líder que se 
procesa tras la señal Ala-X-Ala, típica de los sistemas generales de secreción, generando una 
bacteriocina madura de 66 aminoácidos con una masa molecular de 7381 Da. No se han 
detectado homologías de secuencia con otras bacteriocinas u otro tipo de proteínas. 
7ª. La transcripción de lcn972 se inicia en una guanosina situada en la posición -85 respecto al 
codón de iniciación. El correspondiente operon parece contener, al menos, otras dos ORFs. 
La primera codifica una proteína de 64.3 kDa y presenta 7 posibles dominios transmembrana, 
mientras que la segunda tiene homología con transportadores de tipo ABC. 
8ª. La lactococina 972 presenta un espectro de inhibición restringido a L. lactis y a Lactobacillus 
sake LMG 13558. Su efecto es bactericida sobre los primeros y fundamentalmente 
bacteriostático sobre el lactobacilo. 
9ª. La lactococina 972 inhibe la formación de septos de división, lo que se traduce en la 
presencia de septos abortados, alargamiento de las células y detención del crecimiento. 
Posteriormente, se observa la desorganización de las paredes celulares y, finalmente, la lisis 
de los cultivos sensibles. 
10ª. Todas las cepas analizadas crecen en leche donde producen bacteriocina y altos niveles de 
ácido láctico. Además, los fenotipos fermentación de la lactosa e hidrólisis de la caseína son 
muy estables. Por todo ello, es factible su inclusión en cultivos iniciadores para su utilización 
en quesería. 
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